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Под редакцией Дж. ЛЕВИ 


: Фундаментальная коллективная монография посвящена молеку- 

®  лярным аспектам  гормон-рецепторного взаимодействия. Глубокое 

влияние гормонов на все виды обмена веществ в организме и на 

° многие его другие функции в большой мере определяется их вза- 

° имодействием с особыми рецепторными белками, присутствующими 

в органах-мишенях. В книге достаточно полно и на самом совре- 

менном уровне рассмотрена рецепция белковых, пептидных, стеро- 

тиреоидных гормонов, простагландинов И медиаторов. 

еркивается роль циклических нуклеотидов в рецепции ряда 

т редн: значена для эндокринологов, физиологов, биохимиков, 
лярных биологов, онкологов. 
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-рецепторное взаимодействие представляет собой одну 

наиболее актуальных проблем современной эндокринологии. 
‚Исследования последних лет показали, что на путях реализации 
ного эффекта в клетке начальным, необходимым и клю- 
ом является взаимодействие гормона со специфичес- 
пторным белком (или белками). По современным пред- 
ям, белок-рецептор — это «двухвалентная» в функцио- 
` отношении субклеточная структура, с одной стороны, 
вливающая дискриминированный прием гормонального 
ас другой — инициирующая специфические гормональные 
‚ переводя принятый сигнал на язык метаболизма клетки- 
Установлено, что рецепторы белковых и пептидных гор- 
` тканевых гормонов и нейромедиаторов расположены 
‚поверхности плазматической мембраны и, следова- 
ют соответствующий внеклеточный сигнал с по- 
Рецепторы же стероидных гормонов и гормонов 
ы локализованы исходно преимущественно в 
клеток и опосредуют эффекты гормона внутри 


ексирование гормона с рецепторными белка- 

пусковую стадию в реализации гормональ- 

‚ взаимоотношений рецептора и гормона 
ее значение для понимания путей и ме- 

‚на клетку и природы чувствитель- 
и логии. Вместе с тем раз- 
выходит 3 
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и разнообразием гормональных воздействий на клетку, чрезвы- 
чайно низкой концентрацией рецепторных белков, их значитель- 
ной лабильностью, гетерогенностью и сложностью функционально- 
структурной организации; к ним относятся также наличие в клет- 
ке белковых компонентов, неспецифически связывающих гормоны, 
во многих случаях неполнота знаний о природе и свойствах мест, 
акцептирующих гормон-рецепторные комплексы, и т. д. Упомяну- 
тые трудности, к сожалению, далеко не всегда учитываются и 
трезво оцениваются многими экспериментаторами, и поэтому в 
_ потоке литературы, посвященной рецепции гормонов, довольно 
часто встречаются случайные, необоснованные, малоубедительные 
и даже ошибочные данные. Выявить их бывает далеко не просто. 
язи со сказанным на современном этапе нам представля- 
езвычайно важными тщательный анализ, систематизация 
нальное обобщение многочисленных результатов, методи- 
одов и направлений в данной области биохимии гор- 
у предлагаемая советским читателям монография 

и своевременна. 
ия представляет собой капитальный труд по мо- 
механизмам гормон-рецепторного взаимодействия, | 
и специалистами в соответствующих разделах 
из восемнадцати глав, по сущест- 
татей, посвященных изучению кле- | 
_ белковых и пептидных, стероидных 
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дения по взаимодействию гормонов с рецепторами читатели смо- 
гут найти, в частности, в ряде следующих работ советских и за- 
рубежных авторов последних лет: Биохимия гормонов и 
гормональной регуляции (Под ред. Н. А. Юдаева). — М.: Наука, 
1976; Протасова Т. Н. Гормональная регуляция активности фер- 
ментов. М.: Медицина, 1975; Розен В.Б. Некоторые актуальные ас- 
пекты динамики стероидных гормонов. — В кн.: Итоги науки # 
техники. Физиология человека и животных. М: ВИНИТИ, 19753, 
с. 49—107; Машуагте \У., ТВе Меспап!зт о АсНоп оЁ Апаговепйз, 
М. У. Недеего-ВегИа, 1977. [Имеется перевод: Мейнуоринг. У. 
Механизмы действия андрогенов. — М.: Мир, 1979.]; Вга@звам 
А., Егатдег А., е{ а|. (е4з.), Зи{асе МетЬгапе Весерогз. И\егасе 
Бебуееп СеШз ап@ Шег Епутоптеп+, М. У. 1976; Уататою ТК 
А\Бег{з В. З4его!А Весер{огз: Е!етет{$ {ог МодшаИоп о! Еисайойс 
{гапзсгирИ оп, п: Аппиа! Кеме\у о Взоспепизйту, 1976, у. 45, р. 721— 
746; Асаг\а| М. (е4.), Мире МоесШаг Еогиз оЁ З{егоа Ногто- 
пе Ресер!югз, Атз{егФат, 1977. 


В. Б. Розен 


} 
ы 


ЕЯ 


НЕНЕНЫННЕНЕ 


Е 


ПРЕДИСЛОВИЕ 


За последние годы наши представления о рецепторах гормо- 
р нов значительно расширились и углубились. Исторически сложи- 
лось так, что понятие «рецептор» плохо поддавалось интерпрета- 
ции с точки зрения фармакологии. В сообщениях настоящего 
сборника, посвященных самым разным гормонам, под рецептора- 


ми понимаются химические структуры соответствующих тканей- 
мишеней, содержащие высокоспецифические места для связыва- 
° ния гормональных соединений; результатом такого связывания 
является инициация рецепторами последующих биохимических 
° реакций, необходимых для осуществления конечного эффекта 
анного гормона. В этой книге затронуты три больших класса гор- 


: полипептидные, стероидные и производные тирозина. Ре- 


та, а также рецепторы небольших пептидных гормо- 
ер рилизинг-факторов гипоталамуса, расположены на 
зерхности клетки, на плазматической мембране. 
е стероидных гормонов, таких, как эстрогены, 
‚ характерна, напротив, внутриклеточная 
плазме или ядре. Гормональные производ- 
ецепторы обоих типов: рецепторы ка- 


азматической мембране, а рецепто-_ 


ПИ Пе Пе бл ой д. 
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гической концентрации гормона. Пятое: связывание гормона ре- 
цептором должно быть обратимым. На основе этих принципов 
мы можем рационально подойти к рассмотрению физиологичес- 
кого значения и практического применения взаимодействия гор- 
монов с рецепторами. 

Статьи, вошедшие в настоящий сборник, охватывают широкий 
спектр современных исследований в области рецепторов гормо- 
нов; они написаны ведущими в данной области учеными и отра- 
жают современный уровень наших знаний в целом. Мы надеем- 
ся, что предлагаемая книга поможет читателю впоследствии 
самостоятельно разбираться в этой быстро развивающейся и чрез- 
вычайно важной области молекулярной биологии. Если бы такая 
цель была достигнута, то усилия авторов книги были бы не на- 
прасными. 


Джеральд С. Леви 


ОСТ 


Глава 1 в. 


РЕЦЕПТОРЫ ИНСУЛИНА 
ПРИ ПАТОЛОГИЧЕСКИХ СОСТОЯНИЯХ ОРГАНИЗМА 


Р. КАН И ДЖ. РОТ 

пе] 
П1абеёез ВгапсН ме: 
МаНопа] ТизНице оЁ Агат, чер 

` МеафоЙзт апа ПурезНуе Р/сеазез 
МаНопа! 1пзёишез ог Неа! к 
Ве{Нез4а, Магу!апа а 
: етс; 
гор: 
вой 
циа 
с тор! 
помощью точных методов определения концентрации инсу- и д] 
е [1] удалось показать, что в. ряде случаев содержа- сост 
ормона в крови не точно отражает физиологическое ван! 
тного. Так, при некоторых заболеваниях, например. вие | 
ии, акромегалии и синдроме Кушинга, концентрация инсу- › К 
ЗМ повышена, несмотря на нормальный или по- | ея 


Это позволяет предполагать, что | 
‘устойчива к действию инсулина. | 
ю с нормальными животными | 

животных снижается в 0т-_ 


1. Рецепторы инсулина при патологических состояниях И 


||. ИСТОРИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 


мембран. 

Еще в 1949 г. Левин и его сотрудники [2] предположили, что 
первичное действие инсулина осуществляется на плазматической 
мембране, поскольку инсулин стимулирует транспорт глюкозы 

| через плазматические мембраны. В том же году Стэди и др. [3] 
к сообщили, что после кратковременной инкубации диафрагмы 
крыс с инсулином и последующего отмывания ткани обнаружива- 
ется стойкое действие инсулина на синтез гликогена. Это стойкое 
гормональное воздействие могло быть обусловлено либо устойчи- 
вой фиксацией гормона в ткани или на ее поверхности, либо ини- 
циацией вторичных реакций, последующее протекание ко- 
торых не зависит от присутствия гормона. Лишь в 1966 г. Пастэн 
и др. [4] показали, что действие инсулина обусловлено устойчивым 
состоянием гормона на поверхности клетки, так как после отмы- 
вания ткани раствором, содержащим антитела к инсулину, дейст- 
вие последнего уже не обнаруживается. 

К подобному заключению пришел и Коно [5], показавший, что 
обработка трипсином интактных жировых клеток приводит к по- 
_ тере их способности отвечать на введение инсулина; при этом 
клетки остаются целыми, сама система транспорта глюкозы не 
изменяется и чувствительность клеток к другим гормонам не сни- 
жается. Эти данные позволили предположить, что трипсин разру- 
‘на поверхности клетки какой-то пептидный компонент, —ве- 

‘рецептор, необходимый для действия инсулина. —. 
р ] в отношении адренокортикотропного гормона | 
НЫ ы или но-— 


АА 
Многочисленные прямые и косвенные данные, накопленные за 
последние 25 лет, свидетельствуют о том, что первой стадией в 
| действии инсулина на клетку, так же как и в случае других поли- 
| пептидных гормонов, является связывание гормона со специфи- 
`` | ческими рецепторными участками клеточных плазматических 
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исследования осложнялись следующими трудностями: небольшим 
количеством связанного инсулина [12], необходимостью определе. 
ния биологической активности меченого гормона [13] и особенно 
тем, что отсутствовали данные в отношении биологического зна. 
чения и специфичности процесса связывания [14]. В 1969 г. благо. 
даря двум новым методам в изучении гормон-рецепторных взаи. 
модействий открылись новые горизонты. Мы имеем в виду полу- 


чение препаратов гормонов с высокой удельной радиоактивностью, 5. 


у которых сохранены их биологические свойства [15, 16], а также 
применение аналогов гормонов при определении специфичности 
действия последних [15, 17]. Сейчас эти методы широко использу. 
ются для изучения механизма действия целого ряда гормонов 
ных тканях-мишенях (для подробного ознакомления 


и [19]. 


О РЕЦЕПТОРА ИНСУЛИНА 


‹ инсулина обнаружены сейчас во многих препарат: 

личных видов животных (табл. 1) [20] и некотор: 
но изучены [21—38]. Поскольку рецептор инсул! 
гом виде, Е лучае необходимо охара 
тров связывания, как в 


33 
ор 


Подавление связывания 7 Ринсулина, %, 


ль 1. Рецепторы инсулина при патологических состояниях 13 
ед. И 
ел 
обены ционального определения рецептора заключается в гормональной 
`о ЗН. и биологической специфичности последнего. Важно подчеркнуть, 
д что рецептор определенного типа связывается с гормоном только 
‹ Ва вполне определенного типа, и это связывание может коррелиро- 
По ых | вать с биологической активностью гормона. В отношении рецен- 
сту тора инсулина это означает, что все другие соединения, не являю- 
ю 
Также 53 Мембраны печени _Жировые клетки. 
ЧНост г Свинья, бык, _ Рыва у 
И у Е человек Уп т ы 
ОЛЬЗ | 5100 5 роинсули ее ь а 
у | 5 — Дезоктапелти) 83 `У Рыба рочноули 
ОНов В | э Вани & 2 _ Дезонтапептид 
. 5 к, 
"ления г Крем оч аа 
ыы свинка 5 м 
Е Е - свинна 
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8 5. 
а о ы } 
ратах . С в- я 
н цепь Е 
оторые | э _А+В > $ 
сулина | 3 А-цепь Ы [лев 
‚ракте- 0 и ——%®д 
ГЭ у я 
В 6 60 500 60000 111051 255020 56| 
высо- 6000 9122 7) т 
: с по- Концентрация, нг/мл Концентрация, нг/мл 
функ А 5 


$ Рис. 1. Действие инсулина и его аналогов на связывание !2°]-инсулина мембра- 
ре нами печени и на_окисление глюкозы в жировых клетках. А. Угнетение связыва- 
21 ния 123[-инсулина (свиного) мембранами печени, выраженное в процентах от 

у максимального, откладывается как функция концентрации немеченого пептида. 

Б. Стимуляция окисления глюкозы в изолированных жировых клетках, выражен- 

ная в процентах от максимальной, откладывается как функция концентрации не- 


_меченого пептида [21]. 


ственными инсулину, не конкурируют за рецеп- 
а относительная способность ряда анал 
овать за связывающие места прямо пропо 
активн (рис. 1) [21, 33, 26, 
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насыщаемость, специфичность, высокое сродство и Обратимо — 8 
связывания. Вместе с тем хотя взаимодействие инсулина с м Е 
° цептором» при поверхностном рассмотрении, по-видимому, и у ре. ее 
летворяет названным критериям, однако при более тщатель в а 
анализе различия между связыванием с рецептором и нерецепи\ и др 
ром становятся очевидными. Так, для вытеснения "2 -инсулино реце 
ь а, сИМО 
= 

5 Е леку 
25|- С ВЕ" . дейс 
58 Это 
20 о = срод 
х © 5-0 цепт 
5 53 поры 
ы $ 502 тых 
2 10 ъё ву с 
5 Ы реце 
и 38 01| ми Е 
у 5 ве би 

Зи ЕЗ ее 
>= а пола 

— 1 
01 10 10 100 1000'` 50000 с. Эро в 
Инсулин, нг/мл Связанный инсулин, нг/мл ных 
занн 
: 2. Связывание 12>]-инсулина с плазматическими мембранами печени. А. изме 
Мембраны печени (0,6 мг/мл) инкубировали с 1251-инсулином (100 пМ) при реце 
_30°С в течение 60 мин. По оси ординат — 1251-инсулин, связанный с мембранами ции) 
1 (в процентах), по оси абсцисс — общая концентрация инсулина. Б. Гра- ров 
тчарда, построенный по данным, приведенным в А [25]. (раз 
и . р ТУ. д 
с тальком, требуется в 100 раз больше немеченого гор- 

Для вытеснения его из комплексов с рецепторами цито- 7 
их мембран печени. Кроме того, при связывании ин- лин: 
с тальком не обнаруживается никакой биологической фак 
[42]: связывание заметно ингибируется в присутст- вие 
Г октапептида инсулина (биологическая ак- я 
тношению к нативному гормону составля- ни 


› а также в присутствии пептида 1-39 
етилированного инсулина — соедине- 

° ‚активностью. 3 
рецептора с инсули- 
о [25]. Среди иссле- 
зас и его с0- 


1. Рецепторы инсулина при патологических состояниях 15 
ть -— _ 


Уд 36, 38]. Это дало возможность авторам сделать предположение о 
к гетерогенности связывающих мест или о наличии отрицательного 
‘епт кооперативного эффекта (рис. 2). За последнее время Де Мейтс 
Лин . и др. [44] внесли некоторую ясность в этот вопрос, показав, что 
а, | рецепторные связывающие места инсулина ведут себя не незави- 
симо друг от друга (необходимое допущение для простого бимо- 
лекулярного равновесного анализа) [45], а скорее всего взаимо- 
действуют между собой по типу отрицательной кооперативности. 
Это означает, что связывание гормона с рецептором снижает 
сродство других рецепторов (и, возможно, самого связанного ре- 
цептора) к гормону. Таким образом, кажущееся сродство рецеп- 
тора к гормону уменьшается по мере увеличения количества заня- 
тых рецепторов. Это было доказано экспериментально, посколь- 
ку скорость освобождения меченого гормона из его комплекса с 
рецептором после того, как другие рецепторы окажутся заняты- 
ми немеченым гормоном, увеличивается. Эта особенность наряду 
| с биологической специфичностью, по-видимому, является осново- 
т полагающим свойством рецепторов инсулина и, как сейчас уста- 
25 | новлено, присуща рецепторам инсулина в разных тканях различ- 
ных видов животных [38, 41, 44, 46]. Кроме того, благодаря ука- 
занной особенности мы имеем чувствительный критерий для 

ня. в _ измерения числа занятых рецепторов (занятость лишь 5—10% 
при рецепторов вызывает значительное увеличение скорости диссоциа- 
анами ции), который нашел применение в изучении популяций рецепто- 


. Град № ров при различных патологических состояниях организма 
| _ (разд. УП, А). Е 


ам. ДЕГРАДАЦИЯ ГОРМОНА И РЕЦЕПТОРА 


Для правильной количественной оценки взаимодействия инсу- 
с его рецептором следует учитывать два дополнительных 
а, которые могут оказывать влияние на это взаимодейст- 
патологических состояниях: деградацию гормона и дег- 
рецептора. Деградация инсулина (рис. 3) — это процесс, 

‚ по-видимому, обособленно от связывания гормона 


процессов у разных аналогов 
различаются. В точных сравнитель- 
важно установить степень деградации гормо- 


на может укорачиваться до. 
РТ ации пока еще не уста- 
‘случае он, по-видимому, свя. 
_инкубационную среду [47], 


Рис. 3. Деградация инсулина в препа- 
‚ратах мембран различной концентрации. 
25 [-инсулин (20 ПМ) инкубировали с 
мембранами печени при 30° С в присут- 
ствии 60мМ Ма+. Мембраны взяты в 
концентрации 0,2 (@), 0,4 (Ш), 0,8 (А) 
мг/мл. Аликвоты недосадочной фракции 
инкубационной среды отбирали через 
указанные промежутки времени, и ин- 
тактный 1!25]-инсулин измеряли по его 
способности вновь связываться со све- 
жей аликвотой мембран [25]. 


Преинкубация, Ч 
р аци как функция 
г я ептора инсулина в мембранах печени мыши 
ы. ее ем нормальных мышей (0,28 мг/мл) и 
нтрид кных пробирках Весктап при 4, 15,20 и 37°С в течение ука- 
ны сробы уравновешивали при Ги г в ее ны я ыы 
вы ерин 
> чной концентрации 20 пМ. Во второй с < Е 
я ето связывания добавляли также немеченый ее 
) и осле инкубации при 15°С в течение 3 а пробы пая. 
ское связ 
али ктивность осадка. Специфиче . 
ти в оженах от связывания, наблюдаемого без предвари 


при патологических состояниях 


И 


ОВ ДЛЯ СРАВНИТЕЛЬНЫХ 


‘иствия инсулина с рецептором проводилось 
спаратах рецепторов, включая интактные клетки, 
акции клеток и солюбилизированные фракции клеток 
подчеркнуть, что все эти препараты являются до не- 
пени гетерогенными. Поэтому для правильной оценки 
фических мембранных рецепторов при патологических 
иях важно как можно точнее определять концентрацию 
ических мембран или клеток, содержащих рецепторы. 
дности количественного определения рецепторов, как прави- 
когда приходится иметь дело с препаратами мем- 
‹ ит это по следующим трем причинам: во-первых, 
ы гормона могут присутствовать во фракциях неплазма- 
ких мембран клетки [48—50]; во-вторых, белки плазматиче- 
х мембран обычно составляют всего 1—5% общего количества 
‘а в клетке [51]; в-третьих, большинство методов, используемых 
пля выделения мембран, позволяет получать мембраны с выходом 
_ менее 25% [51, 53]. Кроме того, мембраны, выделяемые из опреде- 
органа, как правило, содержат примеси мембран из клеток 
° других органов. Данная проблема еще больше усложняется при 
т равнении мембран нормальной ткани и ткани, измененной при 
аком-либо патологическом состоянии организма. Из-за неодно- 
родности исходного материала нельзя считать, что получаемые с 
помощью упомянутых методов препараты мембран всегда будут 
одинаковыми. Поэтому следует уделять особое внимание количе- 
_ственному определению выхода и чистоты препарата мембран. Для 
более подробной информации по этим вопросам мы отсылаем чи- 
тателя к соответствующим работам [51, 52]. 
Аналогичные проблемы возникают и при изучении связывания 
° в интактных клетках, поскольку их часто выделяют из смешанных 
популяций. В качестве примера можно привести связывание инсу- 
‘лина с лейкоцитами человека. Исследования, проведенные в нашей 
‘лаборатории [53, 54], показали, что мононуклеарные лейкоциты, 
выделенные из периферической крови нормальных доноров и очи- 
_щ с помощью центрифугирования в градиенте фиколл-хипак, 
кат рецепторы инсулина. Мононуклеарные клетки, получен- 
им методом, представляют собой неоднородную клеточную 
ю, в состав которой входит приблизительно 68% Т-лим- 
9% В-лимфоцитов и 22% моноцитов [55, 56]. Было выска- 
оложение о том, что инсулин связывается с рецептором 
ности лимфоцитов, поскольку последние составляют боль- 
‘клеток данной популяции и в перевиваемой культуре 
ых клеток обнаруживаются рецепторы в высокой 
[26, 27]. Это наблюдение получило подтверждение 
лабораторий [57, 58]. Вместе с тем Крагу и др. 


связывания инсулина с | 

ными путем пропу. 
‘но упакованную нейлоно. 
известно, удаляются В-лим. 
предположили, что инсулин. 


о Ч-=лимфоциты 


® Фагоцитирующие 
клетки 


10 2,0 


1, 
Ш Клетки, 10`/мл 


Е еп 
между количеством связанного инсулина и числом В-лимфо- а 

Итов В смеси мононуклеарных клеток. Мононуклеарные лейко- ГА 
е из форменных элементов периферической крови человека с по- рям 
гхипакового градиентного разделения, обогашали или истощали сима. 
итирующие клетки), пропуская смесь через колонки со стек- Части 
или сефадексом @-10. Затем определяли специфическое связыва“ рецег 

„В смешанных популяциях клеток, инкубируя их с 125]-инсулином а 

течение 3 ч при 22° С в присутствии или в отсутствие избыт- `ЕНи 
улина. Число моноцитов (фагоцитирующие клетки) подсчиты" Равнс 
> частиц латекса, а В-лимфоцитов — с помошью метода флуо- Рецеп 
к иммуноглобулинам (1е+-лимфоциты). Связывание ть 3 Но 
числом моноцитов (г=0,857, р< 0,001), но не с число» актиь 


клетками являются В-лимфоциты. Позднее 
рцем [56] мы изучали связывание инсулина спре- 
клеарных лейкоцитов до и после избирательного 
‘обогащения популяции моноцитами путем пропуска" 
клеток через колонки, наполненные стекловатой или 
В наших экспериментах было показано, что ко 
улина, специфически связанного неоднородной по 
хорошо коррелирует с количеством моноцитов, 
фоцитов (рис. 5). Эти результаты были аж 
помощью радиоавтограмм, на которых можн 


и. с М 
и 


а 


н, связанный с моноци- 
’ при изучении смешанной 
1 менений в концентрации 
жно достаточно точно опреде- 
те, и это позволит правильно 
вании гормона. Результаты этих 
на ошибочность предположения о 
яции ответственными за данную био- 
но являются клетки преобладающего 


ЖДУ СВЯЗЫВАНИЕМ И БИОЛОГИЧЕСКИМ 


тно предпринимались попытки установить коли- 
шения между связыванием инсулина с рецептора- 
ким действием инсулина, исходя из моделей дей- 
рмона, основанных либо на «теории занятости», либо 
корости». Результаты кинетических исследований, 
Глиманном и сотр. [33], позволили выявить четкую 
между скоростью связывания инсулина и стимулирую- 
вием этого гормона на липогенез в жировых клетках, 
на тот факт, что для максимального биологического эф- 
ходима занятость гормоном лишь небольшой части ре- 
В большинстве случаев при изучении равновесного 


и В-лимфо- было также показано, что, хотя ответ тканей-мишеней 
ные ее. пропорционален количеству занятых рецепторных мест, мак- 
т. ответ достигается при насыщении только меньшей 
о сте ров, т.е. существуют «запасные», или «резервные» 
КЕ псвязыва- я апример, максимальная стимуляция инсулином оки- 
 днсулином к или липогенеза в жировой ткани наблюдается в 
‘ие ре ловиях при занятости приблизительно лишь 2% 
подбиуо. ‘клетки [28, 29, 32]. 
тода Фи. ые исследователи считают «резервные» рецепторы не- 
ание слом ‘или физиологически незначимыми, полагая тем самым, 
е ие гормона с рецептором и стимуляция биологичес- 
должны быть строго количественно сопряжены поч- 
нее ; я РИ всех без исключения, концентрациях 
ПозА ,. м п ве такой предпосылки можно себе пред- 
насиРо Ху шеи степени ‹жесткую» модель механизма 
: одьНОТ, › Которая не нашла подтверждения при изучении 
те пуска инсулина [28, 29, 32], глюкагона [62], гонадотро- 
ро Я или тропного гормона (ТТГ) [64] или АКТГ [65] с со- 
а ко’ рецепторами. В каждом случае была выявлена 
,, м Ой 0 яция между связыванием гормона и его макси- 
од О, ским эффектом, что обычно наблюдается толь- 
о ий ' занятости рецепторов. В отношении рецептора 


генерировании би 
улин 


механизм сопряжения, связывания ин. 
биологического действия, наблюдаемый биологичес- 
т должен быть функцией концентрации гормон-рецеп- 
плекса [ГРц] или 


Биологический эффект = Функция [ГРц]. (1 
‘мы представим взаимодействие гормона [Г] с рецептором 


Г-+- Ри > ГРц, (2) 
в [ГРц] 8) 
[Г [Рц] 
[ГРц] = К(ГИРц] (4) 
подставляя уравнение (4) в уравнение (1), имеем 
° Биологический эффект = Функция (КГИРц). 6) 


означает, что биологический эффект является функцией 
аций свободного гормона, свободного рецептора и сродст- 
ормона к рецептору. При наличии какого-то числа запас- 
рецепторов биологический эффект будет изменяться прямо 
онально концентрации гормона (4) только до такой кон- 
и, при которой концентрация комплекса [ГРц] достаточа 
максимального биологического эффекта. При концентраци 
она ниже [Гмакс] биологический эффект будет а 
пропорционально изменениям К или [Рц], несмотря на а 
рые рецепторы остаются «запасными». При наличии до 
числа рецепторов для достижения концентрации т. 
`Рц], необходимой для максимального ского 
макс] Должна меняться обратно пропорционально изм 
Рц]. 


ецепторов, и это осу- 
6 М. Если жев ре- 
ов на клетку уменьшается до 
полумаксимальный биологиче- 
гься уже при концентрации ин- 
в этом случае окажется заня- 
часть рецепторов. Подобные же измене- 
| ческого ответа от дозы гормона могут 
‘изменений в сродстве гормона к рецептору. Та- 
‹а способна изменять свою чувствительность к 
‚зменения концентрации рецептора, сродст- 
е любых реакций, протекающих после свя- 
а с рецептором и необходимых для формирования 
о ответа, либо за счет одновременного изменения 
акторов. В ряде случаев последствия изменения числа 

или сродства гормона могут быть сбалансированы из- 
одящими на стадиях, следующих за связывани- 
дно, изменение в связывании инсулина не всег- 
зменением биологической чувствительности к 


ходимо подчеркнуть, что пока еще не ясно, как 
жать изменения концентрации рецептора, по- 
‘известно, чем обусловлена чувствительность клетки: 
ством рецепторов на клетку или их числом на еди- 
ости клетки. Результаты предварительных электрон- 
ких исследований позволяют предположить, что 
лину в печеночных и жировых клетках склонны 
кластеров [68, 69]. Левитски [66] полагает, что 
ональных рецепторов объединяться в кластеры 
чайно важное значение для биологического эффекта 
вательно, более правильно выражать концентра- 
клетке числом рецепторов на единицу площади 
тки, а не на клетку в целом. Если это действитель- 
шая клетка может быть менее чувствительной к ин- 
тенькая клетка того же типа, даже при условии, что 
одинаковое число рецепторов на клетку. 


_ вышеизложенного совершенно очевидно, что ин- 
горы могут изменяться при различных заболева- 
способами, каждый из которых в конечном итоге 
ажение в изменении чувствительности различных 
инсулину. Сродство рецептора к инсулину мо- 
ствие кооперативных взаимодействий между 


И 


ения числа рецепторов из-за 
корения деградации. Более того, в 

либо обусловлены какими-то пер- 
 рецепторе, либо возникают вторич- 
Г в мембране. Нарушения, при которых 
на, указаны в табл. 2 и будут подробно 


Таблица 2 
на при различных нарушениях 
Связывание инсулина Механизм 
Уменьшенное Изменение сродства 
Увеличенное ? То же 
Нормальное или умень- | Уменьшение числа рецепто- 
шенное ров . 
То же То же 
Увеличенное ? Изменение сродства и 
' : , числа рецепторов 
® богатый | Уменьшенное Уменьшение числа рецепто- 
о ров 


‘гормона роста | Нормальное — 
_ глюкокортико- | Уменьшенное ? Изменение сродства или 
кооперативный эффект 


Увеличенное 
Уменьшенное Уменьшение числа рецепто- 
ров и сродства; коопера- 
тивный эффект 
» Уменьшение числа рецепто- 
м ров 
‚ | Увеличенное (?) ? 


ниже. В настоящее время повреждения рецептора до- 
тально охарактеризованы лишь для очень немногих за- 


тяется связанная с ожирением резистентность к ИН- 
орма характеризуется гиперинсулинемией, как ба- 
стимулируемой, различной степенью отсутствия 
‹ глюкозе и устойчивостью к эндогенному и экзоген- 
[70]. Основное повреждение происходит, по-види- 


яна и проинсулиноподобных веществ сохраняются 

‚ а ткани-мишени дают одинаковый ослабленный 

внивают после введения экзогенного инсулина 
\ 


крайней мере частично на- 
к инсулину обусловлена 
ке-мишени. 

том ожирения у животных яв- 
ликемией, которое представляет 
й признак (оЪ/оБ), характеризую- 


отложением жира, гипергликеми- 


›ецепто- 
ва или 
фект 
›ецепто- з Е веьыц т т 
воера. 10 100 1000 
| 3 и: у Концентрация инсулина, нг/мл 
ецепто- : ‚ инсулина плазматическими мембранами печени худых мышей 
Связывание 12°[-инсулина (0,1 нг/мл) очищенными плаз- 
и, полученными от мышей оБ/оБ (треугольники) и худых 
жа еляли при 20°С после 6 ч инкубации. Данные выражены в 
го 12°[-инсулина мембранным белком в концентрации 0,2 мг/мл 
а до" 
‘их 32” 1 Я 
‘ИХ ей и гиперплазией клеток в островках подже- 
` [72]. Мыши оБ/оЬ обладают значительной устой- 
эндогенному, так и к экзогенному инсулин 
РС у в усло- 
11 уго. Было обнаружено, что после инкубации в 
! ‹ препаратов мембран, полученных из печени 
де дых мы 
лю руды шей, связывание инсулина мембранами 
и р всегда составляло только 25—35% связыва- 
ак бя х животных [46, 73, 74] (рис. 6). Умень- 
СТВ Е ина присуще не только мембранам кле- 
‹зогё ь ается также в аналогичных эксперимен- 
види, то клеток миокарда [76] и ин- 
. | ы 


связывании инсулина, очевидно, обус- 
‘м числа рецепторов. Если отношение 


ватнае — 


одный меченый гормон выражают 
ормона (график Скэтчарда), то для 
сожирением получают кривые одинако- 
кэтчарда этого типа отражает посто- 
о популяции инсулиновых рецепто- 
того, как доля связанных с гормоном рецеп- 
Это соответствует эффекту отрицательной 


5 10 
Связанный инсулин. нг/0,2 мг белка 


Скэтчарда связывания инсулина плазматическими мембранами 
мышей и мышей с ожирением. Подробности эксперимента см. в 
6. [46 


нцентрации инсулинового рецептора, о чем свиде- 
ка пересечения кривой Скэтчарда с осью абсцисс 
поляции. В ряде других исследований было показано 
линовые рецепторы мышей ор/оЬ не отличаются от 
рецепторов нормальных мышей в отношении ки- 
тиации и диссоциации, кооперативности, температурной 
связывания и биологической специфичности. 


нных мембран еще не является достаточным для 
ствительном уменьшении числа этих рецепторов 
‚ поскольку при сравнении иногда используют не- 
араты мембран из печени мышей с ожирением и 
ных. Кроме того, кажущееся уменьшение числа 
быть обусловлено увеличением в исследуемых 


'Юющей либо инсулин, либо рецеп- 
а контрольных экспериментов бы- 
] _ связывания инсулина У мышей 
я специфическим изменением. Изучае- 
ались идентичными в отношении об- 


с Таблица 8 
мембран печени мышей оБ/оБ и худых мышей 


Худые | оБ/оь 
г 5,3 6,9 
‘оль/мг-ч) 6,8 6,8 
оль/мг. 10 мин) 
тЫ 0,55 0,44 
у 1,48 1,54 
о) -с- редуктаза 2 0,36 0,30 
атазаз (мкмоль/мг:ч) 0,54 0,42 
к -инсулина “ (фмоль/мг) 31,8 10,5 


работ [52, 73, 74]. 


а ром-с-редуктаза служит маркером митохондриальных мембран. 
озо-6-фосфатаза служит маркером микросомных мембран печени. 


1]-инсулина при 20°С и концентрации !%[-инсулина 2.10—Ш М. 


Я 


фологии, активности мембранных ферментов, примесей 
‘органелл и, судя по данным электрофореза в полиакрила- 

геле в присутствии додецилсульфата натрия (ДСН) (табл. 
‚ 74], в отношении субъединичной структуры белков. На ос- 


ибранами этих данных мы пришли к заключению, что для отбора 

га см. 8 мембран полезно дополнительно измерять в них связы- 

‚ктивность рецепторов других гормонов. У мышей оБ/оь 

мембранами глюкагона, гормона роста и изопротере- 

а или вообще не уменьшалось по сравнению с нормаль- 
Сулин ы и [74. 

елик® ‚аружено также увеличения распада инсулина или ре- 

сви сс счет чего можно было бы объяснить наблюдаемый ре- 

абсий $ наконец, тот же самый характер уменьшения числа 

оказа" пторов был установлен при изучении связывания 

я0 рованными интактными гепатоцитами, хотя по 

ий з иты мышей оБ/ор немного больше гепатоцитов кон- 

н пуриой 74]. Таким образом, показано, что мыши оБ/оь 


держание рецепторов инсулина независимо от 
ать: в расчете числа рецепторов на клетку, на 
ности клетки, на единицу аденилатциклаз- 
Ой активности или на число рецепторов 
а и изопротеренола. 


м 


ЧИ 


4 й Следует отметить способ контроля, который был дополнитель- 
®— _ НО введен во всех вышеупомянут 


животных с ожирением отмечается гиперинсулинемия, можно пред- 
положить, что уменьшение числа рецепторов при этом является 
простым отражением занятости рецепторов инсулином в момент 
выделения ткани. Некоторые данные, однако, не позволяют согла- 
ситься с этим предположением. Так, при введении больших доз ин- 
сулина худым мышам подкожно или непосредственно в воротную 
вену концентрация выявляемых рецепторов в препаратах плазма. 
_Тических мембран печени не изменяется [74]. Подобным же обра- 
зом не меняется концентрация рецепторов инсулина в лимфоци- 
тах тимуса худых мышей, которым внутрибрюшинно вводили 
инсулин в количестве, достаточном для того, чтобы увеличить кон- 
центрацию инсулина в плазме до уровня, наблюдаемого у мышей 
оБ/оь [77]. Явное снижение содержания рецепторов наблюдается 
`В том случае, когда под влиянием очень больших доз инсулина 
концентрация гормона в плазме у худых мышей увеличивается на- 
столько, что даже превышает его концентрацию у мышей оБ/ор, 
поскольку при промывании мембран не удается удалить весь эн- 
догенно-связанный инсулин. 
Дополнительным аргументом против идеи о предварительной 
занятости рецепторов эндогенным инсулином служат данные ки- 
нетических исследований. Поскольку повышение занятости рецеп- 
торов приводит к увеличению скорости диссоциации инсулина, ло- 
гично было бы предположить, что такого увеличения следует ожи- 
дать и в экспериментах с плазматическими мембранами клеток 
животных с ожирением при условии значительной занятости рецеп- 
торов эндогенным инсулином. Однако одинаковые скорости дис- 
социации инсулина из комплекса с рецептором как у мышей сожи- 
рением, так и у худых животных свидетельствуют о том, что доля 
занятости рецептора чрезвычайно мала [46]. 
Уменьшение числа рецепторов инсулина не является уникаль- 
ным свойством рассматриваемого типа ожирения. Мы также обна- 
ружили уменьшение рецепторов инсулина при других генетических 
формах ожирения мыши (4Ъ/АЬ) и при ожирении, к которому при- 
водит введение тиоглюкозы [78—80]. Аналогичные результаты бы- 
ли получены Бакстером и др. [81], которые сообщили об умень- 
шении содержания рецепторов инсулина в мембранах печени 
новозеландских (№70) мышей сожирением. Пониженное число ре- 
цепторов инсулина было обнаружено также в жировой ткани [82] 
и в мононуклеарных клетках крови тучных людей, обладающих ре- 
_зистентностью к инсулину [53—54]. Уменьшения содержания | 
цепторов инсулина при ожирении не установлено только в двух 
исследованиях, причем оба относились к жировой ткани. Ливинг- 
стон и др. [83] не обнаружили изменений в связывании инсулина 
(в расчете на клетку) адипоцитами, выделенными из крыс различ- 
ного веса. Позднее Аматруда и др. [841 сообщили об отсутствии 


[4>) 


ых исследованиях. Поскольку у 
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ыми клетками, взятыми 
й. Расхождение данных о со- 
‚ ожирении имеет по крайней ме- 
Во-первых, отсутствие различий 
дованиях, выполненных на крысах, ве- 
о в опытах были использованы живот- 
осто различного веса и возраста (см. разд. 
о, что при ожирении механизм регуля- 
а в жировой ткани отличается от механиз- 
других тканях. В-третьих, упомянутые рас- 
яснить различными методологическими под- 
Олефски и Ривн [85], изучавшие связывание 
тами крыс разного веса, все же обнаружили у 


различия в числе рецепторов инсулина. Еще од- 
Лина тоит в том, что при ожирении жировые клетки 
Я наз _ кой гипертрофии, и поэтому число рецепторов 
Ъ/оъ, площади поверхности клетки в большинстве случаев 
ь Эн- ‚ даже если число рецепторов на клетку остается по- 
| Как было отмечено выше (разд. УГ), лучше всего 
лЬной он-рецепторного связывания выражать числом рецеп- 
е ки- иницу площади клетки. 
ецеп- регулирующие концентрацию рецепторов при ожире- 
сленны. У мышей со вторичным ожирением, возника- 
ве результате обработки препаратом тиоглюкозы (2014 11ю0о- 
` О отмечается тесная корреляция между степенью ожирения, 
‹леток ей инсулина в плазме и снижением концентрации ре- 
рецеп- инсулина (табл. 4). В дальнейшем, когда с помощью ди- 
и ДИС я нормализовать вес этих животных, концентрация 
сожи- ‘также достигает нормы (табл. 4). Что же касается мы- 
йе в. 
2 дол Таблица 4 
и 15 о У мышей, обработанных препаратом 
‚› ОО 
г ИХ Инсулин 2 
мери: о родам, ОН 
‚ бы 
т р 24,9 ПР 2.3 
ых и том тиоглюкозы 
пече и 26,3 0,9 27,4—1,4 
сло 39,0 6,2 19,8—0,7 
[82 47,0 48,0 12,8—=1,9 
24,8 0,6 27,8=3,7 


из работ [78—80]. 
специфически связанного при концентрации инсулина 
н В мг/мл. - 


состояниях 27 


корреляции между весом тела, 
и снижением содержания реце 
-80]. Причиной этого служ 
ные в опытах даже самые Молодые 
были уже значительно ожиревшими и обладали 
характерными для инсулиновой резистентности, 
енным содержа. 

‚› даже если вес ожиревших 


концентраци. 
птора ИНСУли- 
ит то обетоя. 


тела, некоторая гиперинсулинемия и 
ецепторов инсулина. 

енить роль таких переменных факторов, как рацион, 
перинсулинемия и недостаточное содержание рецеп- 
лина, были проведены эксперименты, в которых живот- 
ргали кратковременному голоданию [78—80]. У мышей 
одавших в течение 24 ч, наблюдались незначительная по- 


Таблица 5 


ациона и способа введения инсулина на связывание инсулина ! 


Связанный !2]- 


инсулин?, фмоль/ 
Условия НН желу, й 
белка позво, 


о мыши _ (приплод Обильное кормление 34,5=1,1 
родителей) 
Б/оь 


То же 9, 3251,6 

`24-часовое голодание 18,5=1,4 

24-часовое голодание -{ 24-часовая 10,1=—0,6 
обработка инсулином ВЮх3 

24-часовое голодание-{ 1-часовая 15,2=0,6 


‚ обработка инсулином Вх“ 


о по данным работ [78—80]. 
во инсулина, специфически связанного с мембранами печени при концентра- 


1,0 мг) инсулина МРН на мышь. 
т ных составляла 1—4 мкг/мл. 

я животным подкожно вводили 12 Ед (0,5 мг) инсулина. Концентрация 
т в момент забоя животных составляла 7 мкг/мл. 


ии мыши получали инсулин, то они теряли незначи- 
се, но никакого падения концентрации инсулина в плаз- 
увеличения числа рецепторов инсулина не обнару- 
бл. 5). В том случае, когда животные получали инсу- 
овом голодании только в течение последнего часа, 
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\\ 
| 
величивалось в основном до такого же 
у мышей, вообще не получавших инсу- 
6 яют предположить, что на концентрацию АХ 
› возможно, влияет по типу отрицательной об- у 
о состояние хронической гиперинсулинемии. 
© том, что уровень инсулина в плазме может А 
щих по типу отрицательной обратной связи на со- ) 
тем ров инсулина, находится в соответствии с неко- № 
и. и наблюдениями. Так, мыши ор/оБ после обработки | 
т х том или аллоксаном [86] обладают повышенной чув- 
о ° К инсулину по сравнению с необработанными 
жен- жекак тучные люди, получавшие диазоксид — лекар- | 
- арат, который подавляет секрецию инсулина, — по 
ион, оольными, не получавшими этот препарат [87]. Более 
`Цеп- и др. [88] продемонстрировали в условиях ш УЙго на- 
тВот- ой зависимости снижения числа инсулинсвязывающих | 
иней мфобластоидных клетках человека, культивируемых в 
я по- соким содержанием инсулина. Наконец, если отложить 
меи \ концентрацию инсулина в плазме против концентрации 
и же в мембранах печени самых разнообразных животных с 
ем, получается достаточно высокая степень корреляции 
ища 5 ми величинами, причем самый низкий уровень содержа- 
торов будет соответствовать наиболее высокому уровню 
сулинемии [80, 89]. 
9 ьтаты экспериментов по трансплантации островков под- 
фмоль/ Ной железы нормальных животных мышам с ожирением 
р ли предположить, что островки секретируют какое-то дру- 
и ичное от инсулина, соединение, которое оказывает влияние 
ие инсулиновых рецепторов или на чувствительность к 
пы мону. Пересадка островков нормальных мышей как мы- 
| так и мышам №0 [81] приводит к устранению 
т ия и связанных с ним метаболических изменений, а у мы- 
м сопровождается увеличением связывания инсулина в пе- 
о. Однако, поскольку это увеличение сопровождается 
-0,6 концентрации глюкозы и инсулина в крови за счет 
щего рациона, можно полагать, что трансплантиро- 
вки в основном предотвращают гиперфагию, а не пря- 
58: концентрацию инсулинового рецептора. 
цент людей удалось показать недостаточное содержание 
‚ мышь. нсулина в мононуклеарных лейкоцитах периферичес- 
мраций р Правда, в этом случае провести количественное оп- 
р в довольно трудно, тем не менее и здесь основ- 


‘очевидно, происходят за счет уменьшения числа ре- 
ия их сродства. У тучных людей, как иу 
ограничении в питании повышается ре- 


данных, механизм возникновения ус 


сулина в 
мия приводит к снижению концентрации ре- 


вствитель- 


Глюноза 
в крови 


= | 1+ -] | 
рее ое. 


юдель патогенеза резистентности к инсулину при ожирении. 


Е ь 
3 ^. 
ще № 
Е“ з 
в *. 


ткани к инсулину и дальнейшему увеличению содержания 
в крови. Новое устойчивое состояние достигается в том 
когда благодаря гиперинсулинемии регулируется содержа- 
а в крови, а за счет повышенной чувствительности к ин- 
дотвращается дальнейшее снижение числа рецепторов 
под действием этого гормона. Уменьшение чувствитель- 
инсулину может также влиять на количество поглощаемой 
ак гипоталамический центр насыщения, по-видимому, 
к инсулину [91, 92]. 


е рациона на связывание инсулина 


го количественный и качественный состав, оказывает 
лияние на связывание инсулина. К сожалению, до сих 
вопрос детально не изучен. Мы наблюдали увеличение 
я инсулина как у худых мышей, так и у мышей оБ/ов, 
в течение 24 ч [78—80]; у тучных людей при полном 
ли отмечены еще более резкие изменения в степени 

ного связывания (Бар, неопубликованные дан 


инсулЕ 
лось в 
щенны 
чены н 
мейер 1 
ружили 
жащихс 
мулирог 
зованны 
Тот фак 
зывание 
ной инф 
условиях 
выделене 


в ‚. инсулина при патологических состояниях 


озможного предела. 
с Ее на вание инсулина довольно под- 
‘еппермэном и сотр. [93], которые показали, что у 
богатую жирами пишу, наблюдалось заметно 
ания инсулина адипоцитами, хорошо коррели- 
‘уменьшением стимулированного инсулином окисления 
данном случае оказалось, что природа пищевого жира 
° имеет существенное значение, поскольку связывание 
на и стимулированное инсулином окисление глюкозы снижа- 
‚лось в большей степени у крыс, получавших пищу, богатую насы- 
ыми жирами, чем у животных, в рацион которых были вклю- 
_чены ненасыщенные жиры. Аналогичные результаты получили Де- 
мейер и сотр. [94]. Вместе с тем Кашмэн и Сэйлэнс [95] не обна- 
ружили никаких изменений в связывании инсулина у крыс, содер- 
_жащихся на богатой жирами пище, хотя окисление глюкозы, сти- 
мулированное инсулином, уменьшалось; данные о природе исполь- 
зованных жиров в этом предварительном сообщении отсутствуют. 
Тот факт, что пища может оказывать существенное влияние на свя- 
зывание инсулина, подчеркивает необходимость получения подроб- 
ной информации об используемых в экспериментах животных и 
условиях их содержания, а также о клетках и препаратах мембран, 
выделенных из животных. 


_В. Резистентность к инсулину, индуцируемая гормонами 


_У человека и животных избыточная концентрация как глюко- 

Кортикоидов, так и гормона роста связана с устойчивостью к инсу- 

а ‚лину и нарушением толерантности к глюкозе. Ярким примером 
держан .. Этого типа инсулиновой резистентности служат крысы с трансплан- 
гся в 10 - тированной опухолью гипофиза МЕТ, которая секретирует АКТГ, 
содержа. гормон роста и пролактин. Голдфайн и сотр. [96] показали, что у 
к ий этих животных наблюдается значительное уменьшение связыва- 
чепторов ния инсулина (рис. 9, А) мембранами печени, тогда как связыва- 
ель ние глюкагона остается без изменений (рис. 9,5). Уменьшение 
вания инсулина можно устранить посредством адреналэкто- 
при этом высокая концентрация гормона роста и АКТГ в кро- 
Уменьшение связывания инсулина 
У нормальных крыс, получавших АКТГ и декса- 


ва Е. , 
оказы с ким образом, резистентность к инсулину, связанная 
по-видимому, сопровождается 
ывания инсулина. В отличие от этого избыток 
влияет на инсулинсвязывающие места. Олефски 
аналогичные данные в экспериментах с жиро- 


ых тлюкокортикоидами, 
идентичных исследовани 
язывании инсулина. П 
ыяснена. 


Тогда как 
ях не обна- 
ричина рас- 
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и глюкагона мемб 
тностью к инсулин 


анами печени нормальны 
ГН 


ранами печени крыс с индуциро. 
у. А. Связывание Сула 
х крыс и крыс с резистентность 

в результате имплантации опухоли гипофиза МЕ» 


и 
пролактин и АКТГ) определяли после инкуба 
Связывание 125]-глюкагона плазматическимн мем р 
янутых животных определяли после инкубации в тече 


ум 
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и ‘очевидно, что в этом направлении необ- 
ется состоянием резистентности к инсулину: 
поддержании этого состояния участвуют мно- 
неишим из них, по-видимому, является повы- 
лацентарного лактогена (пептида, подобного 
. Пока еще систематические исследования беремен- 
е не проводились. Согласно предварительным дан- 
др. [100], можно предположить, что в процессе бере- | 
исходит увеличение связывания инсулина в печени, 
паценте. Вместе с тем О’Киф и Куатреказас [101] не | 
никаких изменений в связывании инсулина в молочной 
беременности, но показали значительное увеличение 
ния в период лактации. Было бы интересно связать эти и 
физиологией беременности и лактации. |, 


| 

льтаты изучения рецепторов инсулина у человека при диа- 
е весьма противоречивы. Так, Арчер и др. [53], обследуя не- А 
у ю группу случайно отобранных больных диабетом без при- \\ 
ожирения, не обнаружили у них значительного изменения \ 
вании инсулина мононуклеарными лейкоцитами. Вместе с \ 


и Ривн [58], обследуя группу из 20 неподвергавших- 
ию худых взрослых больных диабетом без кетоацидоза, 
ли, что количество рецепторов инсулина в этих же клетках 
шается приблизительно на 50%. В последнем случае у боль- 
ри голодании наблюдалась также слабая гиперинсулинемия. 
м из вышеупомянутых исследований число моноцитов в 
х› приготовленных по Бойюму, не определяли, так как 
были получены раньше, чем было показано, что инсулин- 
ми клетками являются моноциты. Чтобы оценить зна- 
данных, необходимы дальнейшие исследования. По- 
ожненный диабет обычно не сопровождается замет- 
остью к инсулину, маловероятно, чтобы при этом 
рецепторы подвергались существенным изменениям. 
нам предоставилась возможность обследовать шесть 
обым диабетическим синдромом, при котором отме- 
йно высокая резистентность к инсулину [102]. Все 
нормальное распределение жира и акантоз. С по- 
ных тестов на толерантность к инсулину у них 
заметная резистентность к гормону; так, для регу- 
ации глюкозы в крови трем пациенткам пришлось 
000 Ед инсулина в день. Кроме того, повышен- 
сулина в плазме, как базальная (от 80 до 
11-55 мкЕд/мл), так и стимулируемая глю- 
го приема (вплоть до 3000 мкЕд/мл при 


со здоровыми ЛЮДЬМИ 


к исследовани 
и сотр. [1031, 
ых больны 


й, проведен 


учение свойств этих антител и природы 
в с антителами. Полученные данные по 
онцепцию возможных механиз 
дут успешно использованы 
оров. У некоторых больных п 


взаимодействия ре- 
зволяют выдвинуть 
мов резистентности инсули- 
В дальнейших исследованиях 
овреждение рецепторов может 
нарушением. 

абет у животных не является 
ния у человека, что затрудняет 
на модельных животных. Бен- 
ь У которых был вызван стреп- 
ем Хепп и др. [104] отмечают увеличение 
ецепторов инсулина у китайских хомячков при диабете, что 
ется с представлением об обратно пропорциональной зави- 
‘концентрации рецепторов инсулина от концентрации ин- 
в окружающей среде. : 


оз представляет собой другое состояние резистентности я 
ри котором рецептор также может играть существен 
вязывание инсулина с рецептором ш уЙго чрезвычайно 
но к РН, причем оптимум связывания лежит при р” 
пя интактных клеток [27], так и для ВыСокоочитще" 
атов плазматических мембран [23]. Изменение рН от и 
людаемое при диабетическом кетоацидозе, ТИ Е 
нию связывания инсулина с рецептором более чем 


му, связано с уменьше- 


получ‹ 
зали, * 
вание 
ни уме 
обусло! 
ряду с 
зуя адь 
уменьш 
месяцев 
каких и 
жание 7 
сБЯзыва! 
ему 45- .] 
следован 
отбора к 
Возраста. 
В опи 
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ЫВ ‚ очевидно, обусловлено сниже- 


ецептору. При устранении ацидоза свя- 


О 


связывание инсулина 


ия возраста на рецепторы инсулина были 
вые результаты. Фримэн и сотр. [105] нока- 


нением числа рецепторов, а не их сродства. На- 


Лина возрастом в период со 2-го по 24-й месяц связы- 
тия 5 е очищенными плазматическими мембранами пече- 
ом к приблизительно на 60%, причем это уменьшение 
являет. фски и Ривн [85], изучая тот же вопрос и исполь- 
аты не. крыс в возрасте от 40 до 170 дней, обнаружили 
Флайе. ывания инсулина только в течение первых двух 
плазме и этих животных, после чего они не наблюдали ни- 
ЮТ свя- нений в течение последующих четырех месяцев. Содер- 
ОВодит- ‚дневных крыс на строгой диете привело к увеличению 
вия ре инсулина у этих животных по сравнению со связывани- 
двинуть ых крыс. Следует отметить, что ни в одном из этих ис- 
инсули: не были поставлены контроли для дифференциального 
ованиях к или мембран, выделяемых из животных ВЕЗтИНЕОГО 
‚ може ываемых ниже трех работах были получены противопо- 

ассмотренным выше результаты относительно влияния 
вляется На связывание инсулина с рецептором. Голдфайн [107] 
рудняет нии связывания инсулина и стимуляции транспорта ами- 
ях. Бен имфоциты тимуса молодых крыс показал, что у этих 
зываний возрасте от 3 до 10 нед наблюдается постепенное 
я стрей имулируемого инсулином транспорта аминокислот, 
| личение язывание инсулина остается без изменений. Аналогич- 
и аты получили Ливингстон и др. [83] при изучении ади- 
Е ‘ви отных весом от 160 до 400 г (что соответствует при- 
и ин возрасту от 6 до 12 нед), у которых уменьшение окис- 
Ц 


не сопровождалось изменениями в связывании ин- 
тец, нам также не удалось обнаружить соответству- 
ия в связывании инсулина мембранами печени мы- 
дых мышей в возрасте от 6 нед до 6 мес; правда, 
еще недостаточно [80]. 


ной чувствительности 


роста и глюкокортикоидов сопровождается 
лину, тогда как недостаток этих гормонов — 
ностью к инсулину. Роль рецепторов инсу- 
льности к этому гормону определить 
трансплантированной опухолью гипо- 


р , связаны ли 
изменениями числа рецепторов или их сродства. В отличие 


чанных Арчер и др. [53] не выявили никаких достоверных 
ИИ В связывании инсулина мононуклеарными лейкоцитами 
‘рех пациентов с гипофункцией гипофиза. Возможные изме. 
рецепторов инсулина при других чувствительных к инсулину 
яниях, например при физической нагрузке, пока еще не изу- 
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Рецепторы инсулина можно определить как молекулы, которые 
°Узнают инсулин и передают информацию о его присутствии, что 

при соответствующих обстоятельствах приводит к биологическим 
эффектам, характерным для инсулина. Первичный процесс в меха- 
изме действия инсулина — узнавание — состоит в связывании ин- 
сулина с рецептором. Этот процесс тщательно изучен в различных 
лабораториях (для общего ознакомления см. [1—3]). Большие 
успехи достигнуты в идентификации, изучении свойств и выделе- 
рецепторов инсулина. Меньше известно о процессе, благода- 
которому связывание инсулина с рецептором приводит к биоло- 
гически значимому ответу. 


°— ПП. СВЯЗЫВАНИЕ ИНСУЛИНА С РЕЦЕПТОРОМ И КОРРЕЛЯЦИЯ 
СВЯЗЫВАНИЯ С БИОЛОГИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТЬЮ 


г 


сулин связывается со стеклом, тальком, бумагой и некоторы- 
иологическими материалами. Такое связывание может харак- 
зоваться высоким сродством, насыщаемостью и даже быть до 
ой степени специфичным [4]. Отсюда ясно, что не все ин- 
связывающие места являются рецепторами инсулина. Любой 
шолагаемый рецептор инсулина должен обладать как способ- 
о узнавать гормон (т.е. связываться с ним), так и передавать 
ацию о его присутствии. В конечном итоге строгое доказа- 
о того, что данная структура является рецептором, по-ви- 
иому, состоит в следующем: необходимо выделить и очистить 
полагаемый рецептор, затем встроить его в искусственную 
ану и показать, что он сохраняет биологическую активность. 


ящий адрес: Те \МеЙсоте Кезеагсн ГаБогафомез Кезеагсй Тнапее 
Сагойпа. 
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‘ировых клеток и клеток пе- 
ывающие места, обладающие 
› и строгой химической специ- 
этими местами настолько хоро- 
логической активности инсулина, 
ных мест в качестве рецепторов ин- 


но приготовленный с помощью хлорамина 
ий один атом иода на молекулу инсулина, 
тормону как в отношении способности связы- 
ными интактными жировыми клетками, так и 
ции биологического ответа [5, 6]. Такой иоди- 
обратимо связывается с высоким сродством с 
орые М связывающих мест интактных жировых кле- 
‚ Что [8] и печени [5, 9] (это 
СкиМ ратуры). На одну жировую 
меха- мест, обладающих высоким 
И ИН: диссоциации для связывания инсулина с эти- 
: | 10 О 
ЧНЫх с приблизительно 10-0 М, лежит в пределах фи 
шие 2 ен иза и стимуляция 
аходятся почти в 
=. ества связавшего- 


липолиза и стиму- 


происходящие в 
ых жировых клетках под влиянием инсули- 


при одной и той же концентрации гормона 


горы" 

ара” - 
ть о _Из комплекса со связывающими мес- 
т и его производными, но не другими гор- 
побой : матомедин, обладающий инсу- 
и ]). Способность проинсулина и 
о 125] 

р © “инсулин непосредственно 
д! и активности [5—9]. Это 


справедливо 
1НЫХ ВИДОВ ЖИВОТНЫХ [5]. 


Е 


: на внешней поверхности кле- 


НН 


эстных жировых клеток в среде, 
полному подавлению как связы- 
р. 


х клеток связыва- 
бнаружить в соответству- 
выделенных с помощью дифференциально- 
рифугирования и центрифугирования в градиенте 
харозы. Показано [6—8], что связывание инсулина 
и и митохондриальной фракциями незначительно. Связы. ТЕР 
я активность почти целиком обнаруживается в микросомной флип- 

. Поскольку гомогенизированная ткань утрачивает чувст- 
ность к инсулину, чтобы убедиться в том, что связывающая 
ость, обнаруживаемая во фракции микросом, принадлежит 
цептору инсулина, необходимо показать сходство свойств мик- 
много рецептора со свойствами рецептора интактной жировой 
ки. Оказалось, что эта фракция частиц и интактные клетки 


ют одинаковое число связывающих мест, а также одинаковые : т 
станты диссоциации и сходные кинетические параметры связы- чать н. 

я инсулина [8]. Химические модификации (которые следует в иСО 
судить) вызывают сходные изменения в связывании как с мем- хотя, е 
ми жировых и печеночных клеток, так и с интактными жи- _циях, м 

ми клетками. В частности, если интактные жировые клетки под- биолог: 

нуть действию свободного трипсина или трипсина, присоеди- лельны: 
 ненного к агарозе, то клетки утрачивают способность связывать с мому п. 
‘высоким сродством инсулин, и эта способность не восстанавлива- сином п 
ся после отмывания клеток от фермента, их гомогенизации и ской чу 
еления соответствующей фракции. Е. На 
озможно, наиболее убедительным доказательством локализа- ких Усл‹ 
ецептора инсулина на поверхности клетки служит тот = НИЯ ГЛЮ 
оизводные инсулина, ковалентно присоединенные к гра в какой. 
‘агарозы, вызывают увеличение утилизации глюкозы ее. ох, 

е стимулируемого гормоном липолиза в изолированных # › на л; 


‘жировых клетках [14]. Особенно интересными ПреАС 
ся производные агарозы, к которым инсулин ИЕ те 
олимеры аминокислот с разветвленной боковой петь, 
ря чему утечка свободного инсулина в о : к. 
роизводные инсулина эффективно ‚стимулиру ие: 
15] и накопление а-аминоизомасляной кислоты в НЫ 
х клетках молочной железы [16, 17] и, кроме ое 
гез гликогена в печени [18]. Активация окислен! м. 
сутствии субоптимальных концентраций инсулина, т. 
озой, протекает линейно во времени без латен  йстви- 
| чтобы этот процесс осуществлялся под 

я от полимера [14]. 
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жировых клеток, приготовлен- 
оверхность мембран оказывает- 

2]-инсулин [19]. Связываю- 
ливаются после их гомогениза- 


я внутри них, то после отмывания 
дальнейшего освобождения мечено- 

е наблюдается. Эти данные позволяют 

це тор инсулина не способен перемещаться 
средством перескока— так называемого 


химической природе рецептора инсулина по- 
ах по расщеплению рецепторов ферментами. 
тки подвергаются перевариванию трипсином в 
ях (10 мкг/мл фермента в течение 15 мин в 
альбумина), клетка теряет способность отве- 
ращать. равномерно меченную “С-глюкозу 
ний используется в низких концентрациях, 
ользуется в достаточно высоких концентра- 
получен максимальный ответ. Это изменение 
ствительности клеток сопровождается парал- 
сродства рецепторов к инсулину, измеряе- 
Ю  т-инсулина. Более глубокий гидролиз трип- 
полной потере как связывания, так и биологиче- 
[10]. 
. овые клетки нейраминидазы в очень МЯГ- 
дается увеличение базальной скорости окисле- 
Более сильное действие фермента вызывает 
и избирательную потерю чувствительности к ин- 
влияния на систему транспорта глюко- 
ое действие различных гормонов или на связы- 


За, 


СТ. к 


что остатки сиалов 
уктуры рецептора, не участвующим нено- 
нсулином, но необходимым для пе- 
ецептора к соседним структурам. 
ства того, что сиаловая кислота яв- 
_ инсулина, получены в опытах с 
ферментом в мягких усло- 


А 


_себе не оказывает никакого влияния ни на связыва- 
на, ни на чувствительность к нему. Однако, если жиро- 
ки подвергнуть действию В-галактозидазы одновременно 
аминидазой или после предварительного расщепления по. 
ей, наблюдается значительное снижение как связывания ИН- 
ина, так и чувствительности к нему [22]. 
® Гликопротеидная природа рецептора инсулина была также под- 
верждена при изучении взаимодействия этого рецептора с лекти- 
и растений [23]. Агглютинин из зародышей пшеницы в низких 
онцентрациях повышает связывающую активность рецептора по- 
редством увеличения его сродства к инсулину. Этот агглютинин в 
высоких концентрациях или конканавалин А действуют как кон- 
курентные ингибиторы связывания инсулина. Однако указанные 
_ воздействия лектинов не наблюдаются в присутствии специфичных 
_ для них сахаров. Эти данные свидетельствуют о том, что лектин 
изменяет связывание инсулина за счет взаимодействия со специфи- 
ческим углеводным компонентом рецептора, а не посредством не- 
специфических гидрофобных или белок-белковых взаимодействий. 
Изолированные жировые клетки после обработки фосфолипа- 
зой теряют чувствительность к инсулину [24]. Однако тот факт, 
что под действием фосфолипазы С или А (но не О) в мембранах. 
жировых клеток и мембранах печени происходит 3—6-кратное уве- 
личение связывания инсулина [24], свидетельствует о выявлении 
новых связывающих мест, неотличимых по кинетике от тех, кото- 
рые обычно присутствуют в мембране. Обработка трипсином, пред- 
шествующая расщеплению фосфолипазой, вызывает разрушение 
‘только тех рецепторов, которые обычно могут связывать инсулин. 
Следовательно, с помощью фосфолипазы удается выявить «скры- 
тые» связывающие места, которые обычно не доступны для раство- 
римых макромолекул. После обработки фосфолипазой рецептор 
инсулина приобретает исключительную чувствительность к трип- 
°сину. Аналогичный эффект наблюдается и после экстракции липи” 
дов органическими растворителями. Добавление фосфолипидов к 
мембранам, предварительно обработанным фосфолипазой, приво- 
_ дит к частичной обратимости воздействия фосфолипазы на связы 
вание инсулина. к 
° Результаты исследований, проведенных с использованием фе. 
ментов, позволяют предположить, что рецептор инсулина ие 
гликопротеидом. Возможно, он не содержит фосфолипидов, но 1 
посредственно связан с ними. 


Д. Аномальное связывание инсулина 


:х 
ять в широк! 
Если насыщаемое связывание инсулина измер и 


пределах концентрации гормона, то кривые Скэтчарда при к И 
‘трациях инсулина, превышающих физиологический же 
вогнутыми [25—29]. Для объяснения этого выдвинуто предп 
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2. Рецептор инсулина 


Я. 
а аа 
о р. 
ыы | рецептора, обладающего низким сродством и 
ня ь. ‚ дополнение к уже описанному типу рецептора. 
ия >. е. ранее, не все структуры, связывающие инсу- 
Е. ре Для предполагаемых инсулинсвязы- 
бладающих низк 
р на я А им сродством, корреляции между 
ее биологической активностью нет; не обнаружена 
к. ти о в отношении других гормонов — аналогов ин- 
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=. ет о нелинейности 
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вом не- а освобождается из мемб с Я 
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Освобождение наблю тивного инсулина 
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т факт, ляется особенно а а. Эта гипотеза Же. Е 
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- с о к ть с нал . 
х, кото ‘мого рецептора свойств отри й о рассы 
танинд ыы рицательной кооп ие 
р — ‚ни ндезаспарагининсулин и еративности. Так Е 
Уют © нативным дезоктапептидин о 
›ушение ют би гормоном за свя ВЕ Чико 
тнсулин. скорос рю активность, а И ороми проявля. 
‚ «скры и связанного с с а увеличения 
раство е того, в присутствии нативног В обина [29 
скорость освобождения 125] о инсулина увелич [29]. 
 ецептоР рнала, например та -инсулина из явно ичивается также 
трит меры. Ск лька [4]. Изв В орног 
к р корее всего наблю естно, что инс о 
ти лип щаяся ь о нерецепторных п 
ь н ВЕ х систем . 
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ности в осадке [30]; эту акти 
ть в надосадочной ЖИДКОСТИ, 
ост сохраняется в надосадочной 
ания при 300000 д в течение 6 ч я 
адекса С-200, можно считать, что Оль 
яет критериям, обычно предъявляемым › 
препаратам. Однако при уменьшении к 
100 в экстракте до 0,05% и ниже путем а 
ю диализа против буфера, не содержащего 

лизированная инсулинсвязывающая активнос 
уживается в осадке. ь 
1  детергент, луброл РХ, так же как и тритон 
эффективно экстрагировать инсулинсвязывающую 


в. Эк 
зой, п 


мембран печеночных и жировых клеток. Однако то ющей а! 
мешает образованию или определению инсулин-ре- и феитори 
_ интактн! 


омплекса, ограничивает использование этого детер- АН 
экстракции рецепторов. С помощью дииодсалицилата ГР 


ется проэкстрагировать лишь 40% инсулинсвязывающей ‚ния инсу 
ембран печеночных и жировых клеток. Безуспешными ие 
пог ытки солюбилизировать рецептор инсулина с по- о! 
1, диметилсульфоксида, диметилформамида, гексафто- ея 
анола и пиридина. ие 
получения растворимых инсулин-рецепторных комплексов ое | 
простой метод, основанный на дифференциальном осаж- Г ДИР? 
иплекса 125|-инсулина с растворимым рецептором с помо- НЫ 
иэтиленгликоля (карбовакс 6000) в присутствии у-глобу- лини и 
ачестве носителя [30]. Этот метод значительно облегчает | и т 
во рецептора инсулина. [801 Зы: 
| рассчита: 
ства растворимого рецептора инсулина м 
|. чени ть 
одчеркивалось ранее, не все вещества, связывающие инс)- г ее 
вляются рецепторами инсулина. Биологическую чувствитель" инсули пе 
ь к гормону в солюбилизированных препаратах определить ВЕ 125 Е 
нельзя, но, используя современные способы выявления ответов беннос -и 
ули можно определить, принадлежит ли солюбилизирован” лиру 
пинсвязывающая активность рецептору инсулина. Уста" нени ый 

о солюбилизированная инсулинсвязывающая актиВ- } Хх 


очти идентична соответствующей активности мембран жиро” билизире, 


в. торов» 
петок и клеток печени в отношении общего числа рецепторо„ Протеидс 
) зывани агент ом 


С ческих параметров и специфичности свя 
ства, кинетиче р р ф не ще, ы 


‘лина, конформационных изменений аденилатциклазы, ные инс 
тношении взаимодействия с лектинами растений. Эти ее о 
‚ что солюбилизиров ‚9% едени; 


освенным доказательством того 
язывающая активность действ 


инсулина. 


на лежит 
ительно принад 'бация 


й тритона Х-100 в возраста- 
ся хорошая корреляция меж- 
‘активности в обработанных мем- 
имой фракции материала, связыва- 
чсулинсвязывающая активность в 


его выше, чем подобная активность, первона- 
нос в интактной мембране. Это хорошо согла- 
т (маскированных) инсулинсвязывающих 
р ыявлены после разрушения фосфолипи- 
е предварительно обработанных фосфоли- 
эщую количественный выход инсулинсвязыва- 
<О То, величения этой активности в экстрак- 
1Н-ре- добной активностью, обнаруживаемой в 
‹етер- в данном случае не наблюдается. 
илата етика связывания инсулина. Процесс связыва- 


ющей — | т силизированным рецентором мембран печеноч- 
клеток является насыщаемым, обратимым, зависи- 


НЫМи 
С и и температуры [30,31]. Ассоциация инсулина с ре- 
афто- 1 к реакциям второго порядка с А, =2,3. 10-6 
'С, а диссоциация этого комплекса — к реакциям 
а А=3,8. 10—4с—1. Константа диссоциации, рас- 
Са вании кинетических данных, равна 1,6.10-0 М. 
Е ха для равновесного связывания 125] -инсулина с со- 
помо нным белком мембран печени является прямой 
глобу- свидетельствует о гомогенности определяемых инсу- 
егчает о х мест и 0б отсутствии заметной кооперативности 
ие равновесной константы диссоциации (1,3.10-5 М), 
о на основании графика Скэтчарда, хорошо совпадает 
и, вычисленным по данным кинетических эксперимен- 
хорошо согласуется с подобной величиной, полу- 
птора, связанного с мембраной. й 

| инс. Но и о р ор. Нативный 
ите е ег изводные могут блокировать связыва- 
келить солюбилизированными ИА Эта осо- 
тветов ущая производным инсулина и другим пептидам, кор- 
ов ан собностью указанных соединений блокировать сое- 

уста тина с рецептором, связанным с мембраной. 
дкти природа солюбилизированного рецептора. Солю- 
иро рецептор инсулина, по-видимому, является глико- 
я ров используемые для денатурации белков такие 
т аниЯ мочевина и гуанидин, вызывают заметное умень- 
В иже а1ющей активности. Эта потеря активности 
тие орой степени восстановлена путем простого 
ан ой цего агента. Однако продолжительная 
вай и денатурирующими агентами приводит к 


рецептора [31]. 


| 
| 


Ферменты сходным образом модифицируют солюбилизирова 
рецептор и рецептор, связанный с мембранами, если фосфоль. 
ое окружение последнего изменено в результате предварител. 
ного действия фосфолипазы. Солюбилизированный рецептор С, 
ина разрушается под действием трипсина в очень мягких усло у 
(0,5 мкг/мл при 37° С и 
_ (0, р в течение 20 мин) [31]. Эти условия являют. 
_ СЯ слишком мягкими, чтобы вызвать модификацию рецептора 
_ инсулина в интактных клетках печени и жировых клетках. Однако 
в подобных условиях рецептор, связанный с мембраной, также 
_ разрушается, если мембраны предварительно обработать фосфоли- 
_ пазой. Обработка фосфолипазой не изменяет инсулинсвязывающих 
свойств солюбилизированного рецептора [31] и не приводит к вы- 
явлению «скрытых» рецепторов. Показано также, что нейрамини- 
‚даза не влияет на связывающую активность солюбилизированного 
рецептора [31]. | 

Агглютинин из зародышей пшеницы и конканавалин А оказыва- 
ют идентичное влияние на связывание инсулина как с солюбилизи- 
рованными рецепторами, так и с рецепторами, связанными с мемб- 
раной [32]. Эти данные свидетельствуют о взаимодействии указан- 
ных белков с углеводным компонентом рецептора, а не с прилега- 
ющими к последнему участками поверхности мембраны. 

5. Размер солюбилизированного рецептора. Размер молекул со- 
‘любилизированного рецептора определен с помощью гель-фильтра- 
ции и центрифугирования в градиенте плотности сахарозы [31]. 
`Молекула этого рецептора в высокой степени асимметрична. Ее ра- 

о 


‘диус Стокса равен 70 А, а мол. вес солюбилизированного рецептора 
равен 300 000. Определение указанных параметров не зависит от 
концентрации детергента при условии, что последний присутствует 
в минимальной концентрации, необходимой для предотвращения 
агрегации молекул рецептора. Обработка мембран фосфолипазои, 
предшествующая экстракции рецептора инсулина, не изменяет 
свойств этого рецептора в отношении его поведения при тель фид 
трации или центрифугировании в градиенте плотности Не: 
Таким образом, маловероятно, чтобы рецептор содержал и 
ный компонент. Тот факт, что рецептор инсулина У. 
растворах хлористого цезия при плотности выше чем ЕЕ = 
противоречит представлению о липопротеиднон природе эт 


цептора. 


В. Очистка рецептора инсулина 


Поскольку рецептор инсулина содержится 
чайно малых количествах, его очистка являетс 
Например, рецептор инсулина составляет т 
белка, содержащегося в гомогенате печени, и око. 
мембран. Всего 0,2 мг 
те печени 40 крыс, со 
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яна необходима очистка в 
в гомогенном виде рецептора 
и угря достаточно провести 


_ткан 


нные адсорбенты. Используя для 
ные методы белковой химии, такие, как 
фатом аммония и хроматографию на ДЭАЭ- 
иться лишь небольшой степени очистки [33]. 
ехи в очистке рецепторов были достигнуты с по- 
й хроматографии. Для приготовления аффинных 
улин непосредственно или, еще лучше, через «мо- 
присоединяют к активированной цианогенброми- 


“> }  пропускании через колонку с этими адсорбента- 
з тритоном Х-100 рецептора инсулина на колон- 
| от 20 до 90% связывающей активности, которую 

ва- ть раствором 4,5 М мочевины рН 6,5. Метод позво- 

'ЗИ- )—80% удержанного на колонке рецептора, очи- 

мб- О раз. Если же к рецептору добавить инсулин перед 

ан- на колонку или если рецептор пропустить через колон- 
га- щенной агарозой, удерживания связывающей активно- 
людается [33]. 

со- лению, попытки очистить рецептор инсулина с помощью 

ра- хроматографии в препаративных масштабах не увенча- 

1]. хом. Емкость названных аффинных адсорбентов оказа- 

ра- ьше, чем можно было бы предположить, исходя из того 

лиганда, которое содержат эти адсорбенты. Уменьше- 
ора и адсорбентов, возможно, обусловлено пропусканием 
` от ки больших количеств неочищенного белка. При нане- 
ует лонку частично очищенного рецептора степень очистки 

НИЯ повышается. 

‚ой, агарозные аффинные адсорбенты. Способность аг- 

яет из зародышей пшеницы и конкавалина А связываться с 

ЛЬ ством с рецептором инсулина позволяет использовать 

ЗЫ. ‚честве лигандов для очистки рецепторов инсулина с 
3 инной хроматографии [32]. При пропускании трито- 

ид в в рецептора через колонку с агарозой, к которой 

я е присоединены лектины, удерживается 60—80% инсу- 

и й активности этих экстрактов. Адсорбированный ма- 

Р я затем легко элюировать раствором соответствую- 


сахара. Поскольку рецептор инсулина составляет 
т процент общего количества гликопротеидов мем- 
печ ни или жировых клеток, логично предположить, 
‘упомянутых адсорбентов можно добиться только 
очистки. Однако, поскольку тритон при 0,2%- 
в используемых при хроматографии ЕЯ = 
связывание рецептора инсулина с лектин ия 
чительной степени препятствует связыван 


у 


мембран, возможна очистка препа- 
ростой и с 


‘интересных и важных аспектов проблемы рецеп- 
‘установление точного механизма, посредством 


ские биологические функции клетки-мишени. 
нство эффектов инсулина, например влияние на липо- 
гез гликогена и обмен белков, противоположно эффектам 
го АМФ (цАМФ). Опосредуемое цАМФ фосфорилиро- 
ифического мембранного белка, осуществляемое под дей- 
генной протеинкиназы, вызывает угнетение стимулиру- 
1сулином транспорта глюкозы [34, 35]. Фосфорилирующая 
 инсулинрезистентных жировых клетках морских свинок 
которых кормили сахарозой, оказывается в какой-то сте- 
режденной. В тканях-мишенях, обработанных гормонами, 
ающими внутриклеточный уровень цАМФ, инсулин снижает 
овень [27—41]. Сообщалось, что инсулин в физиологичес- 
онцентрациях уменьшает активность аденилатциклазы мемб- 
ыделенных из жировых клеток и клеток печени [42—44]. Та- 
образом, первичное действие инсулин-рецепторного комплекса 
было бы отнести к снижению активности аденилатциклазы, 
угие эффекты связать со снижением внутриклеточного со- 
я цАМФ 


рые наблюдения довольно трудно согласовать с этой уни- 
ипотезой. Инсулин индуцирует синтез определенных бел- 
лируемый также цАМФ и гормонами, увеличивающими 
анного нуклеотида [45]. Инсулин в концентрациях, пре- 
ощих физиологические, проявляет свое действие в НТ те 
содержащих измеряемых количеств цАМФ [46]. ыы 
ет действие экзогенного цАМФ [47], увеличивает внутр 


специфическую связанную с мембранами т 
зано, что ни а. этих эффектов не является резу: 
: я уровня ц ь 

К: о действие рецептора о 
анием какого-то неизвестного фактора, де ыы и, О 
‚ очередь приводит как к уменьшению образов сю 
и Ее активности различных ферментов. ое 
тивной гипотезе [50, 51], свободный рецептор инсу 


рецептор приобретает 
пример к аденилатцик- 
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`( Г-горман: Ри-рецептор; Ац-аденилатциклаза ) 


‚мб- ская схема двухступенчатого механизма гормональной моду- 
Та- илатциклазы, локализованной в полужидких клеточных 
кса ована на том, что рецепторы и фермент являются отде- 
. ые приобретают специфичность и сродство для обра- 
Зы, после того, как рецептор будет занят гормоном. Эти 


ться друг с другом после связывания гормона благо- 
‚ мембраны находятся в полужидком состоянии. Свя- 
ки рецептора расположены на наружной поверхности 
водную среду, а каталитический участок фермента 
поверхности клеточной мембраны, обращенной к цито- 


Г инсулина должен свободно диффундиро- 

‚мембраны. Это положение полностью 
ниям получившей наибольшее признание 
модели биологических мембран. Остается 
азом инсулин, взаимодействуя с единствен- 
тором, может вызывать в мембранах особые 
отекающие процессы (рис. 1). 


РИ АНОМАЛИЯХ МЕТАБОЛИЗМА 


истентных состояниях изменения, за- 
на, уже охарактеризованы. В то вре 


сродства связывания инсулина при этих состоя. 
ельствует об аномальности рецептора, об изменении 
торов сделать какое-либо заключение довольно трудно 
генной популяции клеток изменение среднего числа рецеп. 
на клетку скорее отражает изменение состава популяции, а 
‘менение числа рецепторов на клетку каждого типа. Это заме, 
ние особенно важно учитывать при изучении периферических 
нонуклеарных лейкоцитов, поскольку рецепторами обладает 
лишь небольшая субпопуляция клеток (макрофаги и трансформи. 
рованные лимфоциты) [52, 53]; то же самое относится и к клеткам 
ечени. Препараты плазматических мембран могут быть в различ. 
ной степени загрязнены внутриклеточными мембранами, и белко- 
ВЫЙ состав плазматических мембран может в значительной степе. 
° Ни варьировать при различных метаболических состояниях. Следо- 
_ вательно, связывание инсулина фракциями частиц, выражаемое 
количеством связанного инсулина на | мг белка, может приводить 
к ошибочному определению плотности рецептора инсулина. 
С учетом вышеприведенных замечаний рассмотрим работы, от- 
_ Носящиеся к изучению рецептора инсулина при инсулинрезистент- 
®— ных состояниях. При различных метаболических состояниях срод- 
ство рецептора инсулина остается неизменным. Нормальным сохра- 
няезся и число рецепторов в инсулинрезистентных жировых клет- 
_ках тучных людей [54], крыс с ожирением [55], голодающих крыс, 
‚а также крыс, обработанных глюкокортикоидами, и крыс с диабе- 
том, вызванным стрептозотоцином [56]. Вместе с тем в лимфоци- 
тах тучных людей [57], в мембранах печеночных клеток мышей с 
ожирением, вызванным тиоглюкозой [58], и мышей с имплантиро- 
ванной опухолью гипофиза, секретирующей гормон роста, пролак- 
тин и АКТГ [59], а также в тимоцитах, мембранах печеночных, жи- 
ровых и почечных клеток мышей (оБ/оЬ и АБ/аь) с ожирением, 
вызванным гипергликемией [60—64], концентрация рецепторов 
инсулина уменьшается. В последнем случае уменьшение числа ре- 
цепторов инсулина не может быть строго специфичным проще в 
а скорее всего является частью общего повреждения ы. 
дов мембран [64]. Принимая во внимание наличие сверхчу Ве 
тельной системы равновесия между инсулином и глюкагоном в в 
гуляции метаболических процессов, чрезвычайно важно нь — 
тот факт, что при уменьшении связывания инсулина у мышей ге 
 пергликемическим ожирением [61, 62, 64] иу мышей с па 
_ рованной опухолью гипофиза [59] уровень связывания глю 
няется. О: 
Г. ррнань, что выдерживание клеток-мишеней ш уйго м - 
содержащей инсулин в высоких концентрациях, ИА ел 
рецепторов инсулина [65]. Однако этот эффект не о р 66] и 
‘цифическим взаимодействием инсулина с его ТР несколько 
усиливается при увеличении концентраций ре ля насыше 
порядков превышающих концентрации, необход у 
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изводными инсу- 
ми инсулина, а также в 
того, инсулин в высоких 
пторов агглютинина 
ина А, а также глюкагона. 
являются результатом прису- 
активности, и пока еще не 
‘или патогенетическую роль. 
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” ея . 
‘изменении метаболизма клеток соответствую- 


‚(1972). й хорошо известна. Первым этапом гормональ- 
1. Асад. вляется, по-видимому, связывание со специфичес- 
5). ми, находящимися на поверхности клетки 26.2]. 
72). одемонстрировано для ряда гормонов в раз- 

|]. Показано, что благодаря активации адени- 
осго!. ется скорость синтеза цАМФ, который модули- 


ое действие определенных гормонов в различ- 
Поэтому процесс связывания с рецептором должен 
‘образом сопряжен с изменениями активности этого 
ливая тем самым специфичность на клеточном 


‚К № 
‘еп ра 
1орНу5. т ом. ‘отдельными частями общей молекулы, содер- 


за каталитическую активность. Данные, полученные 


Свет» ге различными тканями, показали, что связывание 

м, авляют собой отдельные процессы, которые мо- 
иль ‚ 9]. Это позволяет предположить, что рецеп- 
| дса. функции связаны с различными субъеди- 


Для понимания функционирования гормонов на 
необходимо выяснить точный механизм, посред- 
язывание гормонов со специфическими рецепто- 
изменению активности фермента. 

агают, что связанный рецептор оказывает сти- 
позитивное влияние на каталитическую субъеди- 
нно, либо через сопрягающий фактор. Это 
г в основе современной модели взаимодействия 
ой, схематически показанной на рис. 1 


0{ МоесшШаг В1о1оэу МаНопа! Сапсег 1пзН- 
е(пезаа, Магуапа. 
5 Ме@!са1 Таз и. 


[19]. Она была предложена Родбеллом и др. [4] для актива 

глюкагона в ткани печени. Регуляторная субъединица (рецепто, й 
‘расположенная на наружной стороне плазматической мембран : 
‘ответственна за стереоспецифическое связывание и отлична от д ы. 
тих субъединин. Полагают, что сопрягающий фактор является ли. 
пидом или фосфолипидом [4, 11, 12], а каталитическая убъедини. 
ца представляет собой стимулируемую фтором аденилатциклаз, 
В дальнейшем под аденилатциклазной системой будет подразуме. 
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Рис. 1. Модель индуцируемых гормоном. изменений активности аденилатциклазы. 


({Перепечатано с разрешения издательства Аса4епис Ргезз [25].) 


ваться рассмотренная выше: многокомпонентная модель, тогда как 
‘аденилатциклазой будет именоваться каталитическая субъединица. 
“Особая природа связи с мембранами, присущая аденилатциклаз- 
‘ным системам большинства млекопитающих, в значительной степе- 
ни осложняет исследования по связыванию гормонов в тканях И 8 
частично очищенных препаратах мембран с целью выяснения функ" 
ций отдельных субъединиц этой системы. 

Точная молекулярная структура аденилатциклазной си 
многом еще неясна. До сих пор не удалось очистить этот 
‘из-за его лабильности в условиях ш уЙго. В настоящее время про: 
ведена оценка молекулярного веса аденилатциклазы, выделенно" 
из сердца [13, 14]. Выяснение природы взаимодействия между = 
стулированными субъединицами молекулы будет способствове 
более глубокому пониманию функционирования аденилатцикле " 
ной системы — этого сложного регуляторного механизма а 

Ранее была описана простая одностадийная методика Ще. 
‘лизации аденилатциклазы миокарда кошки, основанная на 
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за^ суоьБединиц. полагают, что сопрл!асщции фактор яв 
пидом или фосфолипидом [4, 11, 12], а каталитическая субъе 
ца представляет собой стимулируемую фтором аденилат ИНЬ 
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3. Рецепторы глюкагона в миокарфе 57 


ото детергента луброла РХ [13]. Пользуясь 
препарата, содержащего фермент, рецептор и 
легко удаляют детергент, а затем определяют 
ном и каталитическую активность. Глюкагон 
ам, которые, как установлено, оказывают ино- 
тропное действия на сердечную мышцу, опосредо- 
идимому, через систему аденилатциклаза — цАМФ 
Йй главе мы опишем эксперименты, касающиеся свя- 
тлюкагона с упомянутой выше солюбилизированной фер- 
и системой. 


© всех опытах был использован миокард левого желудочка 
Л кошек. После удаления эндо- и эпикарда мышцы гомо- 
вали в трис-НС]-буфере, содержащем ЭДТА и 20 мм 
РХ. Гомогенат центрифугировали при 12000 © для полу- 
чения надосадочной жидкости, свободной от внутриклеточных 
частиц [13]. Надосадочную жидкость наносили на колонку с ДЭАЭ- 
_ целлюлозой, которую затем промывали трис-НС]-буфером для 
° полного удаления детергента, после чего элюировали фермент и 
использовали его во всех последующих экспериментах. Содержа- 
ние аденилатциклазы определяли по методу Кришны и др. [16]; 
иодированный глюкагон, используемый при изучении связывания, 
получали модифицированным методом Хантера и Гринвуда [17]. 
Для определения глюкагонсвязывающей активности фракции 
свободного и связанного гормона разделяли на небольших колон- 
ках с целлюлозой, которые промывали трис-буфером. Как было 
определено при сравнении с соответствующим контролем, исполь- 
зование таких колонок позволяет удалять более 90% свободного 
глюкагона. Дальнейшую очистку фракции связанного глюкагона 
как проводили либо на колонках с сефадексом @-100 объемом 2,8 или 
ица. 86 мл, либо с помощью электрофореза в полиакриламидном геле, 
паЗ" содержащем додецилсульфат натрия (ДСН). 

Условия эксперимента и используемые концентрации гормона 
приведены в подписях к соответствующим рисункам. Для более 
з подробного ознакомления с методическими вопросами можно ре- 
ик м 
у ‘комендовать работы [3, 18]. 


газы. 
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дей" . 

пр > связывания глюкагона 

и 

ро ская активность меченого глюкагона была установ- 

ат способности активировать аденилатциклазу в препа- 
РЕЙ миокарда [3]. В эксперименте необходимо было Е 

и те биологической активности у используемого сол 

Ю и 


что глюкагон в концентра- 
рует солюбилизированные пре. 
и фосфатидилсерина. Это требо- 
: _немеченого глюкагона в идентич- 
ли, послужило основанием для предполо- 
пидов в активации солюбилизированной 
Кроме того, ранее нами было показано, что 
_ солюбилизированной аденилатциклазой 
‚ так и в отсутствие луброла РХ [18]. 
ся при концентрации глюкагона выше 
`меченый гормон вытесняется немеченым в той 
В присутствии избытка немеченого глюкагона 
 ‘меченого гормона остается невытесненным; по-види- 
ть глюкагона связана неспецифически. 
м подтверждением специфичности наблюдаемого 
я 12°][-глюкагона послужило установление корреляции 
кого количества связанного гормона со степенью актива- 
а. Однако следует отметить, что связывание является 
‘функцией времени и становится максимальным через 
` 37° С, тогда как активация фермента достигает макси- 
5 мин. Расчеты, выполненные по кривой связывания, 
в зависимости от времени, показывают, что через 
ваются занятыми только 15—20% общего количества 
зывающих мест; остальная же часть связавшегося 
по-видимому, приходится на долю «резервных» рецеп- 
нижением температуры инкубации скорость связывания 
глюкагона замедляется таким образом, что при 0°С 
связывания достигается не ранее, чем через 120 мин. 
изучения химической природы глюкагонсвязывающего ма- 
ыли использованы предварительно обработанные различ- 
ментами солюбилизированные препараты мембран. 
протеолитический фермент трипсин значительно умень- 
ающую активность этих препаратов, можно предполо- 
связывающий материал содержит белковую часть. Ней- 
‚ РНКаза, ДНКаза и фосфолипазы А и С не оказыва- 
влияния на связывание. 


диссоциации глюкагонсвязывающих мест 


о на рис. 2, после пропускания через колонку 
00 объемом 2,8 мл солюбилизированного свобол 
а препарата миокарда ферментативная та 
Г ‘в довольно узкой зоне, соответствующей ее. =) 
колонки; глюкагонсвязывающая активность обн ру. 
той же зоне. Однако кривые распределен 
‘активности и связывания не совпадают, и: 
ся более пологой в направлении зоны Н 


ет более высокую. 
ания 1!?5]-глюкагона 
нтативной активности 
ости соответственно. 
иментах, также уве- 
их погрешностей, при- 
азано на рис. 2, Б, пред- 
ого препарата миокар- 


‘роматография на сефадексе 
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ефадексе @-100 солюбилизированного препарата 
язывание 1?5]-глюкагона, штриховая — актив- 

С глюкагоном проводили после хромато- 
лизированного препарата миокарда, свободного 
юкагона после предварительной инкубации со- 
да с 12°[-глюкагоном. В. Отсутствие свя- 
тографируемых образцах при добавлении 
ечатано с разрешения Атегсап Зосеу оЁ 


ичественному сдвигу глюкагонсвязывающей актив 
элекулярную область. В этих условиях форма 
‘ии активности аденилатциклазы не изменяется и а 
По-прежнему обнаруживается в высокомолекулярной 
_совпадающей со свободным объемом колонки. Связыва. 
происходит при внесении в инкубационную смесь пе р 


_ Для более точного определения хроматографического поведе- 
ния и природы диссоциируемой низкомолекулярной глюкагонсвя. 
зывающей фракции были использованы колонки с сефадексом 
@-100 и биогелем Р-30 большего размера, объемом до 86 мл. Как 


_ Гается в зоне между выходом с колонки декстрана голубого (сво- 
_ бодный объем) и альбумина. Это позволяет предположить, что 
молекулярный вес исследуемого препарата приблизительно равен 
молекулярному весу, ранее установленному для аденилатциклазы 
миокарда [13]. И в этом случае после преинкубации солюбилизи- и 
рованного препарата с меченым глюкагоном кривая элюции свя- 
зывающего материала сдвигается в низкомолекулярную область 
(рис. 3, 5). Оценка результатов разделения показывает, что дан: 
_Ная зона соответствует объему, в котором обычно элюируются 
соли; это свидетельствует о взаимодействии между связанным 
'?]-глюкагоном и сефадексом. Такое предположение подтвержда- 
ется элюированием связывающего материала сильно щелочными 
растворами и наблюдающимся при этом сдвиге кривой элюции, 
как показано на рис. 3, В. 
Глюкагонсвязывающий материал охарактеризован не только 
на основании хроматографического поведения, но и по подвижно- 
сти при электрофорезе в полиакриламидном геле в присутствии 
ДСН. Оба препарата глюкагонсвязывающего материала, как С. 
тракт, получаемый с помощью хроматографии на колонке с а. 
целлюлозой, так и часть элюата с сефадекса @-100, СООтНетСтАЙ 
щая наиболее низкомолекулярной фракции глюкагонсвязывающе, 
активности, после инкубации их с 1!?1-глюкагоном мигрируют : 
зоне, четко отличающейся от зоны свободного А. 
обнаруживают одинаковую электрофоретическую о а 
Последний факт свидетельствует о том, что а ре 
‘фадексе отражает разделение дискретных субъединиц г били. Рис. в 
а не просто изменение глюкагонсвязывающих свойств с р ока 25] 


00 р 
зированного миокарда. Глюкагонсвязывающую активность 26 мона о 
наруживали ранее в низкомолекулярной зоне из-за Е и: ванн 5. — 
близости этой зоны к зоне свободного оо Пао про 
и. | и т 
_ сутствия ожидаемой активности в зоне, соответству Мао Рис. 
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ктивность солюбилизированного препарата 

матографии на колонках с сефадексом @-100 

ощая активность хроматографируемых фрак- 

ость после преинкубации солюбилизиро- 

. В. Условия эксперимента такие же, 

- ого, что хроматографию проводили в 0,01 н. 

` ОН (светлые кружки). (Перепечатано с 
Сет! [18].) 


— 


та. Молекулярный вес 
ывающим материалом, Рассчи. 
° данных электрофоретического 
отличающихся по’ концентрации ге. 
тков-стандартов известного молекуляр- 
24 000—28 000 [18] 
емая глюкагонсвязывающая активность 
илизированном препарате печени КОШКИ 
описанным выше. Связывание 125 ]-глюка- 


\ не изменялось при солюбилизации этого 
› неионного детергента. 


ры гормона обусловливают специфичность гормональ- 
ия на клеточном уровне. Полагают, что аденилатцикла. 
‘' скорость синтеза цАМФ, опосредует индуцируемые 
изменения метаболических функций клетки [6]. Поэто- 
е природы взаимодействия гормональных рецепторов 
тциклазой представляет большой интерес. 
‹агон оказывает на миокард положительное инотропное и 
ное действие [15]. Очевидно, так же как это происходит 
Других тканях, действие глюкагона на сердце опосреду- 
‘систему аденилатциклаза — цАМФ [4, 6]. Предполага- 
связывание гормона с плазматическими мембранами 
миокарда является первой стадией гормональной актива 
‚аденилатциклазы [1—3]. Связывание глюкагона с рецептор- 
‘участками уже продемонстрировано для мембран печени [4 
поджелудочной железы [20]. Мы использовали солюбилизн- 
ный препарат аденилатциклазы миокарда с целью изучения 
остей связывания 125 ][-глюкагона со специфическими рецеп- 
сердечной мышцы. 
елл и др. [4], изучавшие взаимодействие глюкагона 
атическими мембранами клеток печени, накопили обшир- 
формацию о природе глюкагонсвязывающих мест и взаи- 
и рецептора с ферментом в печени, на основании чего 
предложена модель, представленная на рис. 1 [4, 20]. 
т наших исследований хорошо согласуются с этой м0: 
допуская наличие в аденилатциклазной системе трех 
мых субъединиц. Каталитическая субъединица, ры 
на внутренней стороне клеточной мембраны, предна: 
‘каталитического превращения АТФ в цАМФ. Актив: 
субъединицы зависит от доступности субстрата, к 
магния и других кофакторов, а также От СОСТОЯ 
и связанного с ней рецептора. В условиях ш УНго аи 
еской субъединицы как в болюбилизироваи., =. 
и в связанной с мембранами системе может уве 


о 


ию гормональной акти- 

гистамина, катехоламинов 

восстановлен при добав- 

дов: фосфатидилсерина в случае 

и 0 атидилинозитола при использовании 

ло гичные результаты получили Пол и др. 

печени, а также Ямашита и Филд 

. Так был подтвержден постулат 

ежуточном звене» между рецеп- 

Ь которого выполняют упомянутые 

1к показывают настоящие и ранее прове- 

я, солюбилизация не оказывает влияния 

‚а процесс гормональной активации адени- 

у: яется отдельно от процесса связывания 

ается от последнего [2, 9]. Механизм, по- 

опрягающий фактор усиливает активность 
у, зависит от того, как занятый рецептор 

аталитической субъединицей. 

связывание гормона с рецептором оказывает 

улирующее влияние на аденилатциклазу, вы- 

Гормон-реценторный комплекс должен непо- 

ь активность аденилатциклазы. В таком 

тгормон-рецепторного комплекса должна спо- 

ю ферментативной активности до базального 

цествуют особые взаимодействия лиганда с ре- 
е к удалению ингибитора от каталитическс 

самым к активации последней. В качестве при- 

и процесс активации протеинкиназы системы 

цАМФ, описанный Тао и др. [26] для рети- 
арреном и др. [27] для коры надпочечников. 

есс связывания характеризуется освобожде- 

кулярного ферментного комплекса (мол. вес 

льшого молекулярного веса (мол. вес. 24 000— 

т к активации этого комплекса только в при- 

ощих фосфолипидов. По-видимому, фосфоли- 

енения конфигурации каталитического’ 

ВЕ: . 

он аденилатциклазу сердца 

как каталитическую субъединицу, которую 

оженный не связанный с гормоном ре- 

оторой положено подобное представле 

ая активность аденилатциклазы в 


тическими с} , 
ческ убъединица 
‘рецептор ами, ко- 


у < АСТ 
этой гипотезы. Если связывание гормона набл 
и или в отсутствие фосфолипида [18, 25] ел 

ента имеет место только при наличии как к 
-л Е ы } 
Росфолипид _ . Ф 
осфо — 60с 
и | | фолипид 


АТФ, 
м9” \ 


цАМФ 


Модель чувствительной к гормону аденилатциклазы. Г — гормон, и 
ый участок, К — каталитический участок, Сф — сопрягающий фактор, 


фосфолипил. (Перепечатано с разрешения Атегсап Зосеёу оЁ В101081<а 
151 [18].) 


Ро Е 
а так и фосфатидилсерина ПИ. 
аются с рецептором глюк 


ецептора из его комплекс 
В процессе связыва 
обладающие связывающе 

их каталитических субъедини!" 
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поведение которых при 
ождение рецептора наблюда- 
солюбилизированный препарат 
ть с гормоном, а затем подвер- 
’ сефадексе, или электрофорезу в поли- 
тствии ДСН. 
ов работы Сазерленда и его сотрудни- 
ть, что аденилатциклаза является слож- 
сть которой функционирует как рецептор. 
на предполагается, что аденилатциклаза 
а В-рецептору, обнаруживаемому в сердечной 
ря, специфичность такой системы должна 
тем, что каждая ткань содержит различные мо- 
аденилатциклаз для каждого гормона, являюще- 
данной ткани, поскольку установлено, что ткань 
обна отвечать соответствующими изменениями 
оцессов в клетке только на единственный гор- 
еленную группу гормонов. В пользу такой точки 
ствуют данные об аддитивности активации аде- 
аблюдаемой при одновременной стимуляции не- 
пи, например глюкагоном и адреналином в пе- 
амином и норадреналином в сердце [29]. Это 
одновременном действии двух гормонов суммар- 
денилатциклазы выше активности, которая могла 
ена под влиянием любого из двух гормонов, взятых 
ых концентрациях. Однако для строгого доказатель- 
’ положения следовало бы очистить фермент и проде- 
› существование различных молекулярных видов 
ы. Другое, в равной степени приемлемое объясне- 
нного факта могло бы основываться на уже вы- 
нами предположении о том, что аденилатциклаз- 
яется многокомпонентной системой, в результате 
я которой обычно увеличивается ферментативная 
ивность гормонального действия в таком случае 
ривать как следствие ассоциации многочисленных 
цепторов с одной и той же в каждой клетке ка- 
бъединицей. Тогда максимальная аддитивная 
жна быть суммой индивидуальных для каждого 
одействий рецептора с ферментом. В тех же слу- 
ональная стимуляция неаддитивна, можно думать, 
с каталитические субъединицы регулируются 
хольких типов и занятости только одного из них 
ксимальной активации фермента. Компартмен- 
определенных гормонов в пределах внутрикле- 
более повышает специфичность этой системы. 
ассматривается линейная временная зависи- 
-глюкагона с рецептором. Диссоциация 


о в: 
Клейн и Дж. Леви 


комплекса гормон — рецептор увеличивается во времени, Достига 
_ максимума через 30 мин. Ранее мы обнаружили, что гормональная 


_ активация аденилатциклазы также является функцией времени ы, РеЗУ рег 
‘максимальная активность фермента проявляется через 5 мин. ре, графий. ‘фр: 

° траполируя в обратном направлении, можно полагать, что Е вающая вес 
мальная гормональная стимуляция фермента наблюдается И, лярному > 

® при частичной занятости рецепторных участков. Отсюда следуе? сефадекс о 
‘существование резервных рецепторов [30]. Резервные рецепторы, гон-рещет Н. 
®— учитывая современную модель аденилатциклазной системы, нс акриламил я 
° должны быть разобщены с каталитическими субъединицами полученн Е 
В пользу такого предположения свидетельствуют наши хромато. вом р - 
трафические данные о присутствии связывающей активности по. на сефаде < 

чти целиком в высокомолекулярной фракции, содержащей фер- ом — ИНКУ 
ментативную активность. Весьма вероятно, что каждая каталити. фермента с Е 
ческая субъединица обладает более чем одним специфическим кому разде“ 
тормонсвязывающим участком, а активация фермента осуществ- обнаружива. 

’ ляется при освобождении только одного или небольшого числа ками-маркер 
таких участков, в результате чего образуется каталитически функ- весом 24500 
циональный фермент. р рецепторных 

Для доказательства наличия диссоциируемых связывающих соответствук 

\ Участков нужен солюбилизированный препарат фермента, свобод- ее 
‚ ный от мембран. Взаимодействия глюкагона с рецептором, подоб- ваны для да 
” но рассмотренным выше, уже изучены на солюбилизированных с целью выд 
препаратах мембран печени [18]. Система интактных мембран в делаются п 


У 

й дополнение к каталитическому рецептору и описанным здесь субъ- а 
единицам должна также содержать некоторую структурную еди- Е наши 
ницу, которая бы поддерживала комплекс гормона с рецептором в. истеме 
в относительной близости к активируемому затем ферменту. В 12 Т долже 


тЫ акт 
ком случае последующая диссоциация гормона из комплекса с [® 3 ивность 
а- наличии ре 


ной системы сульфгидрильных групп, благодаря чему повы! Гида 
их чувствительность к инактивирующему действию иодаце ы Ва дует 
[33]. Отсюда следует, что рецептор может легко диссоци тр трех `_ 

| Н 


цептором должна приводить к рекомбинации рецепторной ка 
‘литической субъединиц и инактивации аденилатциклазы. Неспо ти а основ: 
‘собность же '25-глюкагона быстро высвобождаться из комплекс ме. - адени. 
с рецептором даже при электрофорезе в полиакриламидно\ т ко 4, св: 
в присутствии ДСН, по-видимому, обусловлена аллостерически . Этот Рещепто 
изменениями в молекуле рецептора, индуцированными Л! га т и Роцесс 
[31, 32]. Недавно полученные данные действительно поЗвОлЯм, пронсх СТВ 
думать, что в процессе рецепторного связывания происходи” к талитиодЯт 1 
менение конфигурации существенно важных для аденилатц к дет осческой 
и Увеличекесть 


из комплекса с гормоном и вновь образовывать неактивны ско ных Ъ : 
компонентный комплекс только в присутствии каталити“ Кот показа Горм 
субъединицы (и, возможно, специфических фосфолипидов). „, уз з Цин а уг 
с помощью длительного диализа !?°]-глюкагон можно жет р Вст ерме 
‘фракции с более низким мол. весом, процесс этот С еси 5 ИНОг Этой 
неэффективный [18]. Есть сообщения также о прочной : Реце 


у —щэ 


ывающих 
‚ свобод- 
м, подоб- 
рованных 
ембран в 
есь субъ: 
ную ед! 
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ором в мембранах не только ео но 
ифически связывающих глюкагон [19]. | 
ших исследований показали, что при хром а 
_солюбилизированных мембран сея : 
элюируется в зоне, соответствующей по = г у. 
весу веществам, для разделения которых р о. 
09-100. Для определения молекулярного веса и" 
| торного комплекса с помощью электрофореза в 
акриламидном геле в присутствии ДСН были А Зовань д 
полученных разными способами образца этих комплексов: ЕР 
вом случае глюкагонсвязывающую фракцию сначала разд и 
на сефадексе, а затем инкубирировали с !?°]-глюкагоном; во в - 
ром — инкубация свободного от детергента солюбилизированног 

фермента с меченым гормоном предшествовала хроматографичес- 
кому разделению. В обоих случаях связанная радиоактивность 
обнаруживалась в полиакриламидном геле (при сравнении с бел- 
ками-маркерами) в области, соответствующей соединениям с мол. 
весом 24 500—28 000 [18]. Замедленное элюирование этих гормон- 
рецепторных комплексов при хроматографии на сефадексе в зоне, 
соответствующей выходу солей, обусловлено адсорбцией комп- 
лексов на колонке. Эти свойства комплексов могут быть использо- 
ваны для дальнейшей очистки рецепторов. В настоящее время 
с целью выделения и очистки рецепторов из различных препаратов 


_ делаются попытки применить гранулы сефарозы, связанной со 


специфическими лигандами (гормонами) [19]. Принимая во вни- 
мание наши данные, следует заранее оговорить, что в используе- 
мой системе можно связать рецептор с лигандом, но при этом фер- 
мент должен диссоциировать из комплекса и ферментативная 
активность уже не будет служить маркером, свидетельствующим 
о наличии рецептора. 
° На основании представленных данных построена модель акти- 
вации аденилатциклазы под действием глюкагона. Как показано 
на рис. 4, связывание гормона вызывает диссоциацию специфичес- 
кого рецептора из его комплекса с каталитической субъединицей. 
Этот процесс в дальнейшем приводит к активации фермента только 
в присутствии специфических фосфолипидов, благо 


талитической субъединицы. Как видно из 


химически модифициро- 
онов, например дегистидинглюкагона, которые, как 


1 но не приводят к акти- 
[34]. Для дальнейшего доказательства справед- 
дели необходимо показать, что добавление несвя- 


К активированному ферменту вызывает умень- 


_ получить такое 
ляется возможным, поскольку 
очистки фермента без су. 


в данной главе, частично были под- 
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и 
ы (ПМ) в том виде, в каком они изо- 
ифференциального и градиентного 


льно охарактеризованы в отно- 
ферментов-маркеров [2]; установле- 
вязывание глюкагона и инсулина, 
ном аденилатциклазная активность 
ние многих месяцев хранения при 


ваниям, последовательно проводи- 
времени в лаборатории Родбелла, на- 
0 взаимоотношении связывания 
ембранами печени крыс, получен- 
и активацией аденилатциклазы. Было 
_ глюкагона является специфическим, 
об тимым. Это связывание отличается 
димому, не сопряжено с процессами 
тормозится фосфолипазой А и Детер- 
ющими липопротеидные структуры 
ывания глюкагона плазматически- 
концентрации гормона, очевидно, 
ктивации аденилатциклазы под дей- 
‚Полная гормональная стимуляция 
% занятости глюкагоном специ- 
данные свидетельств 
точных рецепто 
циклазой [7]. 


[4] 


ше" 


`Голдстейн 


> У 
я 
ого процесса, включающего индуцируемые лигандом ко 
ционные изменения ферментной системы. Согласно ©" 
потезе [4], запасные рецепторы скорее всего являются фУнкцно 
льными рецепторами, активация которых задерживается, но по 
йствием ГТФ такая задержка устраняется. : я 
< Из этого краткого обзора данных, касающихся глюкагон-ре. 
° цепторной системы в плазматических мембранах печени крыс 
Ясно, что к моменту начала наших исследований (1971 г.) многие 
из известных фактов носили чисто описательный характер, а меха. 
низм взаимодействия глюкагона с рецепторами плазматических 
мембран был мало изучен. Мы убеждены, что прямой подход к ре. 
шению механизма действия глюкагона состоит в том, чтобы солю. 
билизировать и очистить мембранную систему и изучить ее спосо- 
_бами, которые обычно используются для исследования взаимодей- 
ствий белков с лигандами в однофазных гомогенных системах. 
Прежде чем приступить к получению солюбилизированных 
препаратов, необходимо условиться, чтб следует растворить и чтб 
должно быть исследовано. Идеально было бы солюбилизировать 
целиком весь комплекс рецептор — аденилатциклаза, а затем рас- 


Я 


нимали‹ 


членить этот комплекс, выделить отдельные его компоненты и и охара 
изучить их. Для решения этой проблемы было использовано мно- _ готовле! 
_жество изощренных подходов, но, к сожалению, с ограниченным печени р 
успехом. В предыдущей главе этой книги описаны разработанные 4 > 
Леви [8] методики солюбилизации аденилатциклазы из миокарда 1, болю 
кошки; выделенный в соответствии с ними солюбилизированный И МЕЧЕНЫ 
фермент сохранял чувствительность к глюкагону и норадреналину 

после удаления детергента (луброла РХ) и добавления в высоких В од 
концентрациях специфических фосфолипидов мозга. Полученные билизац 
экстракты из мышцы сердца, как было затем показано [9], также ионного 
связывали глюкагон. Однако эти сообщения [8, 9] не были под НИЯ связ 
тверждены в дальнейшем, а предложенные методы оказались не Гоном (к 
пригодными для получения солюбилизированных препаратов 13 щие бел 
печени и других тканей. Более того, имеются основания полагать, ЩЬЮ гел: 
что связывание глюкагона, наблюдаемое в экстрактах ткани мис’ (рис. п). 
карда, является неспецифическим: а) во-первых, для определения пРевыша 
минимального связывания !25]-глюкагона с компонентами таки“ Е при, 
экстрактов требуются концентрации гормона” приблизительно селки Е 
10-7 М. те. в 1000 раз выше концентрации, необходимой для ". В тать, 
сыщения глюкагонсвязывающих макромолекул как в препарат, ложно о 
частиц клеток печени, так и в солюбилизированных препарат у ко Ула) | 
рецептора из этой же ткани [3]; 6) во-вторых, Ия маорый 
тать физиологическими тканями-мишенями глюкагона То“ № Ромол 
печень и поджелудочную железу [11]. Другие исследователи [2 Е: свя о 
12], используя луброл РХ, солюбилизировали аденилатциклаеу, у ме Маю 
плазматических мембран печени крысы, полученных ы ерментя лекнО ка 
Невилла, и не смогли выявить чувствительности р ПЗ Мечен от 
к глюкагону ни при каких условиях. Однако позднее м Сного 
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ных препаратах, но способность 
нократного замораживания и от 


| и выделение каждого компонента 
— аденилатциклаза является трудно разреши- 
посчитали более целесообразным другой ПУТЬ, 
изацию и выделение только рецепторных макро- 


то они существуют в плазматических мембра- 
Спок. того подхода состоит в том, что поначалу по 
"Модей. но заботиться о сохранении целостности ка- 
ах. № остаток же такого подхода связан с обя- 


‚ что выделенный глюкагонсвязывающий 
о является физиологическим мембранным ре- 


м попытки, которые начиная с 1971 г. предпри- 
солюбилизировать, идентифицировать, очистить 


о . 5 ать рецепторы глюкагона, присутствующие в при- 
| методу Невилла [1] плазматических мембранах 
танные ь 
‚окарда ИЯ СВЯЗЫВА 
| и ВАЮЩИХ БЕЛКОВ ИЗ ПРЕДВАРИТЕЛЬНО 
›налину = 
‘ысоких | м из наших сообщений [14] мы описали методы солю- 
ме ные ‘плазматических мембран печени крыс с помощью не- 
также та луброла РХ после предварительного насыше- 
р ОА в В мембранах слабоиодированным глюка- 
‚. с. 0,6 атомов '?5[ на 1 моль). Глюкагонсвязываю- 
и. в пифицировали в осветленных экстрактах с помо- 
ат ут рации на 8%-ной агарозе в присутствии детергента 
= и тЫ С. т.е. при концентрации луброла РХ 
у ю мицелля . 
т г ет ны К о у рную концентрацию, рав- 
д р о м ь) [15], все связывающие 
я т | ри | о объеме, и это позволяет 
ит а мол. указанных белков больше 1,5. 106. 


и, что 125][-глюкагон (амфипатическая мо- 
15 мицеллами детергента, образуя комплекс 
°С колонки (пики В и В’) в зоне выхода 
м 120 000—150 000. Этот комплекс, разу- 
ибочно идентифицировать как гормон- 
‚В элюатах не определяли одновре- 
тивность и если бы не был постав- 
ть пропускание через колонку 
тракта мембран. 


> 
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8 
з 
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ьтрация на биогеле А-1,5 п1 в присутствии 0,5% -ного луброла 


к {2°[-глюкагоном белков экстрактов плазматических мембран пе- 
элюции 12[-глюкагона в отсутствие экстрактов ткани показан 
ками [15]. 


ЦЕНИЕ ГЛЮКАГОНА И ИНСУЛИНА ПРИ ГЕЛЬ-ФИЛЬТРАЦИИ 
ТВИИ ДЕТЕРГЕНТОВ 


льство Того, что пики В и В’ на рис. 1 соответствуют 
ну, связанному с мицеллами детергента, было получе: 
‘гель-фильтрации '?°]-глюкагона через 6%-ную агароз) 
присутствии, а затем в отсутствие забуференного 0,5 $- 
та РХ (рис. 2) или тритона Х-100 (данные не приводят 
тствии детергента появляются как «макромолекуляр: 
тон (пик А), так и «несвязанный» '?51-глюкагой 
оматографии '?°]-глюкагона на той же самой в 
таления из системы детергента элюируется тольк 
кагон в объеме, соответствующем Г, колонки: 
глюкагона с мицеллами детергента, приводящие, 
‘макромолекулярных комплексов, наблюдается | 
ствии неионных детергентов. На рис. 3 привей 
юкагона при гель-фильтрации в присутств 
рной концентрации (около 120 мкМ) Е. 
колонки элюируются два вида глюка 
явно выше 50000 (связанный с мицелла» 


г 


ле, соответствующем 
в 

детергента. В тот пе- 
вязывается с мицелла- 
лаборатории Куатрека- 
зация рецептора инсу- 


50 
_ Элюат, мл . 


агона на сефарозе 4В в присутствии (сплош- 
вая линия) 0,5%-ного луброла РХ. В качест- 
чий сывороточный альбумин (мол. вес 66 000). 


с помощью другого  неионного, 
тритона Х-100. Мы решили прове- 
лин мицеллами этого детергента 
ярных комплексов. Мы поставили 
там, опубликованным Куатрека- 
ракцию и гель-фильтрацию в от- 
таты двух таких контрольных 
Верхняя пунктирная линия 
элюции с сефадекса @-50 

акта, а непрерывная 
присутствии экстракта 

форма кривых элюции 


а 
а рис. 4, Б представле. 

‚адексе @-50 объединенных 

но в объеме, соответствующем 
отсутствие (контрольный экс- 

и [17] компонентов мембран, проис- 
я 125]-инсулина из его «макромолеку- 


5 10 5 20 
Обзединенные элюаты, мл 


Гель-фильтрация ‘?°[-глюкагона на сефадексе @-50 в присутствии 120 


› комплекса, и этот теперь уже несвязанный материал 
тся в своем обычном объеме, т. е. соответствующем У; ко: 


а обыч 
на кл 


ецифическое и неспецифическое связывание инсулин 
мают как присоединение инсулина к рецепторам 
` поверхности; аналогично этому инсулин может связывать 


5 экспе 
л постав’ 
еагент8 
ючался 
улинй 
ЛИН 


целами тритона Х-100. Так, в приводимом на рис. 
ге, который также взят из работы Куатреказаса, бы 
Оль на связывание гормона с используемыми р 
ичный показанному на рис. 4, А. Контроль закл 

о перед добавлением следовых количеств 125 -инС 
еинкубировали с большим избытком нативного инс 
есь хроматографировали на сефадексе (-50. Результ“ 
’нативный инсулин уменьшает количество м. 

го с материалом, который элюируется в объе 


ооо. о Може 


ПИ 20 50 50 70 
Относительный обзем элюата, % 


(4,8 нг) инкубировали с 1 мг бычьего сывороточного 
% БСА — 0,5%-ный тритон Х-100 в бикарбонатном бу- 
› РН 7,5) в течение 20 мин при 25°С, а затем пропускали 
ку с сефадексом @-50 (1Ж45 см) в буфере в присутствии 
отсутствие (темные кружки) материала, солюбилизиро- 
еток печени. Мембраны представляли собой осаждаемые 
частицы из гомогенатов клеток, обработанных политроном 
по 1 мл объединенных элюатов, соответствующих сво- 
(см. 4), сразу рехроматографировали на тех же ко- 
и (светлые кружки) и в отсутствие (темные кружки) ком- 


и 
ы 


ВЕ 30 40 

°  Обзединенные элюаты, мл 

ексе С-50 (1,5Ж28 см) 4,8 нг 12°[-инсулина и 
ле (светлые кружки) и без (темные круж- 


[И] 


вующем Уз колонки; те же самые закономерности в свя- 
обнаруживаются и в смеси, содержащей экстракт плаз- 
ких мембран клеток печени [17]. 


в | 
30 32 34 36 
Обзединенные элюаты, мл 


фильтрация на сефадексе С-50 4,8 нг 12°[-инсулина с 1,5 мг БСАв 
‚рис. 4) и (светлые кружки) и в отсутствие (темные 
- тритона Х-100; для наглядности результатов были специаль- 


колонки разной длины. 
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ыы к 

м В упомянутых контрольных экспериментах (рис. 4 и 5) 

} с мицеллами тритона Х-100 связывался не весь 125]-инсулин из 

У. фракции Ио. Из сравнения кривых элюции !?°1-инсулина в присут- 

# ствии и в отсутствие тритона Х-100 видно, что при устранении де- 


тергента количество 12 -инсулина во фракции, соответствующей 
свободному объему колонки с сефадексом @-50, уменьшается (с 22 
до 14% общей элюируемой радиоактивности), но все же остается 
довольно значительным (рис. 6). Очевидно, 1?51-инсулин должен 
связываться с высоким сродством и с бычьим сывороточным аль- 
бумином (БСА), так как это единственный, кроме инсулина, 
макромолекулярный компонент инкубационной смеси, который не 
проникает в гранулы данного геля. 


Справедливость этого заключения была проверена при исполь- 
зовании различных количеств БСА в ивследуемой инкубационной 
32 смеси, содержащей !2°]-инсулин. В присутствии стандартных ко- 


личеств БСА [17], т.е. 1,5 мг, во фракции свободного объема 


К. колонки содержится 22,3ф общего '2°[-инсулина, элюируемого с 
‘Утствие Г колонки; в присутствии 440 мкг или 50 мкг БСА количество мече- 
8 были спец, ного гормона в указанной фракции уменьшается соответственно 


до 10,6 и 5,4 (рис. 7). Из всех приведенных данных следует, что 
для правильной идентификации мембранных рецепторов в экстрак- 
тах, приготовленных с помощью ионных и неионных детергентов, 
необходим строгий контроль. 


ТУ. ИДЕНТИФИКАЦИЯ И ОЧИСТКА ГЛЮКАГОНСВЯЗЫВАЮЩИХ 
— МАКРОМОЛЕКУЛ ИЗ ЭКСТРАКТОВ С НИЗКИМ СОДЕРЖАНИЕМ 
_ЛУБРОЛА 


_А. Приготовление экстрактов с низким содержанием луброла 


результате изучения поведения !?°[-глюкагона в присутствии 
луброла РХ и тритона Х-100 были выявлены условия, при 
тлюкагонсвязывающие белки экстрактов мембран оста“ 


ОТО! 


енном 


7 
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® Концентрация луброла РХ на разных стадиях выделения Таблица | 
Глюкагонсвязывающих белков [27] 


Концентрация луброла РХ 


Стадия рассчитанная с рассчитанная ‹ 
помощью разве- | помощью "С-лус 
` дения, % РХ, 9% "рола 


1. Исходные экстракты ПМ 0,5 0, 
2. Материал, задерживаемый на 
| фильтрах Ап!соп 
и | первая промывка 0 0,185 
вторая промывка о 2 0,140 
0 


5 


третья промывка ›004 0,126 
четвертая промывка ‚0008 0,119 
3. Элюат с колонки гидроксилапа- 
тита 
до концентрирования 0,009 
после концентрирования в кониче- 0,070 
ской пробирке 
в пробах при определении связы- 0,003 
в | вания глюкагона 
П |1. Исходный экстракт мембран 0,5 0,5 
2. Материал после диализа 0,003 0,160 
|3. Материал, — задерживаемый на 0,0003 0,140 


фильтрах Аписоп 


= 


0 


Белок, мкг /0.2 мл элюата 


кста 
ИНН!" 
ые линии, 


тольй 
экспер" 
аки 
мл, 

2 до 44 ы 


5 эр” 
+ 
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Уб. 
ар та 30—40 мл) указывает на резкое уменьшение размера этих бел- 
м ков по сравнению с белками, обнаруживаемыми в ранее описанных ‘ 
оо аа условиях (рис. 1). Параллельно были проведены аналогичные экс- | 


ц- 
‘зи,  перименты 0ез добавления '25Т-глюкагона, в которых отбирали 
элюаты, содержащие «включаемые» в поры геля белки, и коли- 
0,5  чественно оценивали их связываюшую способность модифициро- 


\ 
} 


ти РР 9’: мае блек. , 


ы че 5 
ы х рых Обзединенные элюаты, мл 


элюции с сефадекса @-50 при количественном определении свя- 
ифицированному методу Хуммеля — Дрейера. Пробу, содержа- 
ценные глюкагонсвязывающие белки (1,4 мкг), инкубировали 
кин при 30°С в 0,5 мл буфера, в котором проводили гель-фильт- 
колонке (0,6 нг/мл {25]-глюкагон — 10 мМ ЭДТА — 0,1%-ный БСА в 
с-буфере, рН 7,6). Смесь охлаждали при 4°С и аликвоту 200 мкл 
‚ли на колонке с сефадексом С-50 (0,7Ж8 см), используя ука- 
вия стандартного метода определения связывания [15] были 
нте для того, чтобы обеспечить непрерывную элюцию 
акции элюата( ^—200 мкл) собирали в сосудики для оп- 
и; общая радиоактивность составляла 82 967 имп/мин, 
теоретически соответствующая эквивалентному коли- 
который экстрагировался связывающими бел- 
‘через колонку, составляла 85 415 имп/мин [15]. 


‚ 9) [15, 18]; поз 
м качественного 
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п 


В экстрактах мембран с низким содержанием луброла. Мы пыта- 
лись разделить эти белки гель-фильтрацией через мелкопористое 
молекулярное сито. Когда аликвоты такого экстракта инкубиро- 
вали в присутствии избытка 1?]-глюкагона, а затем смесь пропус- 
кали через колонку с биогелем 1,5 ш (8%-ная агароза), прибли- 
зительно половина общего количества связанного с белком 125]. 


8 
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@2мл эйюата) - 10° 
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ый 


15 


0-- 15 20 
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на биогеле А-1,5 ш (0,9Ж28 см) экстракта мембран 

и содержанием луброла, насыщенного 1,2 нг 125] -глюка- 
го глюкагона в элюатах определяли в присутст- 

утствие (контроль, темные кружки) экстракта 


05), а’осталь 
лярного веса 
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ные препараты в 10 мМ трис-буфере наносили на маленькие ко- 


м, лонки с гидроксилапатитом, менее 8% общего количества белка 

с ь о, не адсорбировалось на них, причем фактически вся глюкагонсвя- 
бо : зывающая активность элюировалась исходным буфером (рис. 11). 
м Но даже едва заметное увеличение ионной силы исходного буфе- 


| ра, например при замене 10 мМ трис-буфера на 10 мМ фосфат, 
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‘рафия глюкагонсвязывающих белков (4,6 ТИ и экст- 

_с низким содержанием луброла на колонке (0, см) с гид- 

уравновешенным при 4°С 0,2 мМ дитиотрейтолом (ДТТ) в. 
рН 7,6. Смену буферов при элюции проводили, как указано 
элюата о белок (светлые кружки) и связы- 
Гики) [15 . : 46 
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‘римых препаратов рецептора соотнести со связывающей активно. 
стью рецептора в препаратах частиц (около 0,02 пМ на 1 мг белка | 

} плазматических мембран печени; табл. 7, 9, 11), то общая очистка 
® все равно остается 3000-кратной. 


Таблица 2 


— Очистка в препаративных масштабах глюкагонсвязывающих белков 
‘из плазматических мембран печени [15] 


м 


=. Экстракт ый 

} мембран в ан < | Элюат ск 

в у ь ер- Олонки 

Е Свойства и луб яя гидроксилапатита 

рола 
Общий белок, мг! 41,4 37,3 0,26 
® _ Связывающая способность, пМ/мг 0,02 1,5 61,0 
Оба связывающая способность, 0,99 56,0 16,1 
ение удельной связывающей — в 75 раз | в 3000 раз 


_ активности 


вание глюкагона, определяемое по методу Хуммеля — 
было линейным в диапазоне от 0,25 до 1 мкг белка (рис. 
ользовании материала, элюируемого с колонки гидро- 
10 мМ трис-буфером (рис. 11). Когда этот буфер был 
ым буфером той же молярности, диапаЗон ли- 


ало равновесного состояния 

Эксперимент по связыва“ 
в течение 5 мин прЕ 
я 4°С в течение 1— 
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Рис. 12. Зависимость связывания !?]-глюкагона от количества частично очищен- 
‘ных белков; для элюции использовали тот же 10 мМ трис-буфер, что и в опыте 
‘результаты которого представлены на рис. И [15]. 
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Хуммелем и Дрейером [20] методику фильтрации этих белков Че. 
° рез насыщенный лигандом гель. При определении связывания ме. 
° ченых 12]-глюкагона, секретина и вазоактивного полипептида 
кишечника (ВПК) возникают особые ‚методические трудности. 
’возможно, они объясняются уникальной амфипатической приро- 
‘дой названных полипептидов — С-концевые участки молекул этих 
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|. Зависимость от времени инкубации связывания !?]-клюкагона частично 
и препаратами рецептора (рис. 11) [15]. 


личаются необычайно высоким содержанием гидро- | 
ислотных остатков. Так, нам не удалось отделить | 
мон от гормона, связанного с растворимым рецеп- 
пропускания раствора через целлюлозные и этилцел- 
`(МИШроге Согр. или Атегзват-Зеаг1е’з Охс!4 
льная обработка этих фильтров неспецифичес- 
имер альбумином или релатином или боль- 
ативных гормонов, существенно не снижала 
«слепых» проб, что обусловливалось свя- 
ободного меченого гормона [10]. Методы, 
занного с рецептором гормона ис- 
17] или для адсорбции комплек- 
21 кже оказались непригод-. 

свободного 125]-глюка- 
комплексом. 


ох 

А, о оообииация рецелторов глюкоона — 85 

по \ 125]-глюкагона со связывающим бе 

А т вы -Г ВИА лком был выделен из элюата, 

Ас у \ вето одному объему колонки с сефадексом @-50 

к ис. 15, А). При рехроматографии аликвоты этого раствора на 
ме новой колонке с сефадексом @-50 появление несвязанного глюка- 
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_ показано, что нативный глюкагон вытесняет за 30 МИН ПОЧТИ 60% 
— связанного радиоактивного гормона. Нативный глюкагон доба, 
° ляли в инкубационную среду в избыточных количествах и Зате 
_ после преинкубации частично очищенного связывающего бедна 
-глюкагоном определяли связывание. При удлинении периода 

мещения уровень обмена возрастает, но не превышает 75—8% 
‘даже после инкубации при 37° С в течение многих часов. Попытки 
° использовать для усиления обмена повышенную температуру, на. ь 
° пример 50° С, оказались безуспешными. =. 


Г. Конкуренция между нативным глюкагоном и глюкагонон, 
еченным !25] 


Если в начале инкубации в среду добавить нативный глюкагон 
-кратном избытке, то ассоциация !?5]-глюкагона с раствори- 
 связывающим белком уменьшается более чем на 50% 
. 3, эксперимент 1). Неполное подавление связывания 


Таблица 3 


Эксперименты по конкурентному связыванию [15] 


я 

Система ВЕ 

яя 5 [5 

ото 
ВЕРЕ | 

[$259 
белки 1-15] -глюкагон 2? 23 138 | 
ный глюкагон 3 12 761 р 


+ 2 -глюкагон? в течение | 23020 


тлюкагонЗ? еще в течение 
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‚ 16. Связывание !2°]-глюкагона частично очищенными связывающими белка- 
11) в зависимости от концентрации гормона в элюирующем буфере. 
определяли по методу Хуммеля — Дрейера [10]. 


Голдстейн 


125[-глюкагона  растворимыми препарата, 
зматических мембран печени крысы, так же как и препаратау 
ц [19], по-видимому, является насыщаемым процессом (ри 
); причем в случае растворимых препаратов двухфазная Кривая 
1зывания свидетельствует о наличии более чем одного класса 
вающих мест. Анализируя график Скэтчарда, представлен. 
ый на рис. 17, можно сделать заключение о присутствии СВЯзы. 
ющих мест с высоким сродством и низкой емкостью, а такж 
зывающих мест, которые, очевидно, имеют более низкое срод- 
очень высокую емкость и с` трудом поддаются насыщению, 
отличие от этих данных Родбелл и др. [19] обнаружили в пре. 
рата стиц плазматических мембран печени только единст. 
тип глюкагонсвязывающих мест с константой ассоциации 
е. равной соответствующей константе для мест с высо- 
ством в растворимых препаратах. Как упоминалось ранее, 
ер и Пол [7] на основании изучения кинетики связыва. 
ли к выводу, что по крайней мере 80—90% специфичес- 
зывающих мест в препаратах частиц плазмати- 
печени не принимают участия в активации. 
Зы и, следовательно, такие места не являются функ- 
рецепторами. Учитывая эти данные, мы допускаем, 
м связывающих мест с низким сродством и высокой 
оримых препаратах служат подобные нефункцио-_ 
рецепторы в плазматических мембранах. Другое объяс-_ 
ученных. ых состоит в том, что для мест с низким 
костью характерно неспецифическое свя-_ 
иходится сталкиваться при изучении 
рмонов, особенно, если используют”. 
08.2. 


ающих белков было сде_ 
нии экстрактов мембран 
з относительно мелкопори. 
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м симметричны (рис. 18). Основываясь на этих данных, путем соп 

ставления кривых элюции данного белка и ряда об ля ее 
белков-маркеров мы установили молекулярный вес А: 
да мы зывающего белка из печени крыс 


› который оказался равны - 
: а близительно 188000 (рис. 19). Интересно сравнить о м 
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ия частично очищенных (рис. 11) глюк: 
ы. о. 125[-глюкагоном, на 
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‘лиакриламидном геле для идентификации глюкагонсвязывающиу 

компонентов очищенного на гидроксилапатите материала оказалис, 

‘безуспешными: в процессе электрофореза ‘?°Т-глюкагон выево. 

бождался из комплекса со связывающим белком даже в отсутст. 

_вие ДСН. 

— _ Для очищенного на гидроксилапатите глюкагонсвязывающео 
‘белка радиус Стокса оказался равным приблизительно 42 А, что 
было установлено путем сравнения кривых элюции на сефарозе 


0,6 


о Темоглобин 


Тлюкагонсвязывающий белок (мол вес 188000) 
очищенный на гидроксилапатите р 


Каталаза 


Тиреоглобулин 


5,0 5,5 6,0 


109 мол. веса 


молекулярного веса частично очищенных (рис. 11) глю- 
лков с помощью гель-фильтрации на колонке с сефарозой 
окалиброванной с помощью глобулярных белков-маркеров, 
ения Ка для белков вычисляли по формуле Ка= 


 элюата, содержащего белок, У, — свободный объем ко- 


ром элюируются соли [15]. 


А соответственно) Д7Я 
ствующими зна" 
торов мем?” 
ющего белке. 


ть 
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— Рис. 20. Радиус Стокса растворимого глюкагонсвязывающего белка, рассчитан- 
основании данных гель-фильтрации. Радиусы Стокса белков-маркеров 
` из справочника по биохимии (СКС Со., рибИзНегз). Ка» —зона выхода 

при элюции (коэффициент распределения) [10]. 


е луброла РХ, мочевины и гуанидинхлорида 
ие глюкагона со связывающими белками, очищенными 
илапатите 


==> ‘ 
из представленных в табл. 4 данных, детергент 
‘нтрациях оказывает значительный ингибирув 
иствие 12]-глюкагона со связывающими о 
концентрации луброла РХ —0,01%, 


‚ связывание подавляется больше чем на 7 
рациях детергента, которые использо- 
| Пи ‘аффинной 
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Рис. 21. Влияние гидро 
растворителей на сроФ0би 


СВЯ: 
125] -глюкагона с раствор 
связывающими белками ы 


рис. 11). При 


Дрейера мочевину 

хлорид добавляли и 
щий буфер в указанных в 
центрациях [10]. в 


луброла РХ в растворах глюкагонсвязывающего 
С жанием детергента, первоначально рассчи- 
простого разведения, оказались менее 
столбец). Однако позднее при использовании 
лено, что концентрация детергента, 
Апсоп, и в элюатах с колонки 
выше предсказанной (табл. 1, стол 
с колонки гидроксилапатита, ко" 
п, все еще содержали около 
в используемой для опре" 
‘уменьшалась до 0,003 
‘детергента, удерж! 
е 0,12%, несмотря 
ее С стадия 2), 
лапатит, ы 


4. Солюбили: 
‚ма м, И 248110р0в блоком — 93 


ленном соотношении. Поэтому вполне ве 


- 6 оятн 

мы А т аты частично очищенных и люКагоневяаы о ы. м 
| ественные & 
виау } \\ содержат сущ количества связанного луброла РХ, точ- 


: м ная В внтересных а: не установлена. В этой связи 
ор ааа ю\ представ б щение [24] о том, что даже очи- 
: мА щенный препарат белкового рецептора ацетилхолина, солюб 
К зированного из мембран электрических пластинок рыб сп ме. 
омощью 
° тритона Х-100, содержал свыше 20% (по весу) детергента. Хеле- 
_  ниус и Симонс [25] также показали, что липофильные белки. вы. 
_ деленные из мембран, могут связывать до 70% (по весу) ИСПОЛЬ- 
зуемых для солюбилизации детергентов, тритона Х-100 и дезокси- 
° холата. Кроме | было отмечено, что ассоциация детергентов 
ВЕ < мембранными белками выражена более резко в том случае, 
_ когда в смеси присутствует мембранный липид. Поэтому возмож- 
во, что липиды плазматических мембран остаются ассоциирован- 
—  НЫМИ С частично очищенной фракцией глюкагонсвязывающих 
— белков. Вместе с тем, поскольку обработка этой фракции фосфо- 
липазами А и С не влияет на связывание глюкагона [10], ясно, 
› связанные фосфолипиды, даже если они и присутствуют, ве- 
›, не участвуют в рецепции. 

ьтаты предварительных экспериментов позволяют пред- 
что глюкагонсвязывающая макромолекула является 
идом. Так, проба на углеводы с сульфофенолом ока- 
жительной. С помощью количественного тиобарбиту- 
да были определены свободные и связанные сиаловые 
авляющие соответственно 1,2 и 11,3%, правда, мак- 
хромофора лежал на 5 нм ниже, чем для чистой 
вой кислоты. Кроме того, во фракциях, очи- 
роксилапатите, удалось выявить два пятна, соответ- 
човленным сахарам [10]. Эти фракции концен- 
и и хроматографировали на бумаге. Сахара 
оявляли аммиачным раствором азотнокисло- 
‘анализа на сиаловые кислоты следует за- 

небольшую колонку с несолюбилизированной_ 
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нейраминидазой (агароза — нейраминидаза) пропускать элюатыь 
собранные после фракционирования на гидроксилапатите, то ЛЮ, 
_кагонсвязывающая активность рецептора остается без изменений 


Таблица 5 
Тканевая специфичность связывания глюкагона 
с солюбилизированными белками мембран [27] 
с 


125 
Препараты после хроматографии на Связывание 125]-глюкагона, 
гидроксилапатите имп/мин (после вычита- 
ния фона) 


о ьЬьЬыЬЫыныьннщ 


Плазматические мембраны печени 131 400 
крысы 
Синаптические мембраны мозга кры- 10 395 
сы 
Контроль (реактивы) 11 133 
Е ОЕ 


УТ. ТКАНЕВАЯ СПЕЦИФИЧНОСТЬ 


° О наличии тканевой специфичности у рецептора глюкагона сви- 
’° дДетельствуют данные, представленные в табл. 5. Глюкагон не свя- 
зывается ни синаптическими мембранами коры мозга крыс [26], 
и экстрактами таких мембран, полученными в присутствии лубро- 
а тем же способом, каким обычно обрабатывают плазматические 
раны печени крыс [10]; вопрос о том, реагируют ли на глю- 
ткани мозга, пока не выяснен. 

эксперименты в какой-то степени убеждают в том, что 
сохраняющийся в полученных нами препаратах ча- 
ных глюкагонсвязывающих белков, не может быть 
м за обнаруживаемую связывающую активность. 
зрения подкрепляется данными о влиянии на связы- 
ного луброла РХ (табл. 4) мочевины и гуанидин- 
а также данными по расщеплению проназой 
щего белка, активность которого за 1 ч уменр- 

а $ 


тами мембран. Специ 
орами плазматичес” 


к, № 
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А, б нативным глюкагоном ассоциация 
| их мембран 
а 1% “ Я связывающими белками, элюируемыми в свободном объе- 
О онки с агарозой (рис. 22, А), подавлялась. В отличие от это- 
ме 


вязывание радиоактивного глюкагона с рецепторами остава- 
ть без изменений, если мембраны предварительно преинкубиро- 
моление то 


и 
т 


125] -глюка- 


} 
) \ 1000 „, 
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131 4% - 
103 | Е 
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ще но 3 
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оксилапатитом, через которую пропускали буферы, Соде 
цие в качестве связывающих лигандов 125]-глюкагон или 18]. 


ри использовании относительно мало очищенного СВЯЗывак 
его белка (элюируемого с колонки 10 мМ фосфатным буфером. 
не 10 мМ трис-буфером) никакого связывания АКТГ не наблю, 
али (табл. 6). 


Таблица 6 


_ Специфичность связывания гормона 
с солюбилизированными белками 
‘плазматических мембран печени [15] 


Связанный гормон, пмол 
Гормон, меченный 1251 рН МОЛ ИВ 


$1-глюкагон и 125]-инсулин связываются как. 


азматических мембран печени (табл. 7), так и 
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закономерностью, так как, согласно литературу 
зывание глюкагона плазматическими мембридани Ре 
шает связывание инсулина в 1,5—500 раз в не печени превы- 
препарата и лаборатории, в которой он был пол такт Бе: 
В экспериментах по конкурентному Вай 
казано, что инсулин не конкурирует за м И ие 
места (и наоборот) как в нерастворимой, так и В собр 1 
ванной системах. Можно думать, что в результате солюбвлизани 
и очистки плазматических мембран с помощью использ в 
в настоящее время методов глюкагон- и инСулинсвязывающих бел- 
ки оказываются сосредоточенными в одних и тех же препаратах 
Об отсутствии конкуренции между глюкагоном и инсулином за 
связывание с рецептором косвенно свидетельствуют также дан- 
ные, представленные в табл. 8. Из этих данных, полученных при 


Таблица 8 
Влияние инсулина на базальную и стимулируемую 
глюкагоном активность аденилатциклазы в препаратах 
плазматических мембран печени, полученных по методу 
Невилла [13] Е 


Аденилатциклаза, 
Система нмоль цАМФ/мг 
белка-10 мин 


Базальная 0,345 
Глюкагон 0,287 мкМ 1,94 
Инсулин 1,03 мкМ 0,320 
Глюкагон -- Инсулин 2,00 


Е 


ии связывания указанных гормонов препаратами = - | 
мембран печени, выделенных по методу Невилла, 
тающей концентрацию глюка- 
в концентрации, превыш Е 
не ок Г влияния ни на базальную, ни На ст" 
агоном активность фермента. 
а зрения является спор 


а, 
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В. Связывание глюкагона, секретина и вазоактивного 


полипептида кишечника 


Полипептидный гормон.с широким спектром биологическор 
активности, названный вазоактивным полипептидом кишечника 
(ВПК), был выделен из тонкого кишечника и химическим путеу 
синтезирован [32]. ВИК содержит единственную цепь, состоящун 
из 98 аминокислотных остатков. 5-й и 8-й остатки этой цепи ветре. 
чаются в тех же положениях соответственно в глюкагоне и секре. 
тине (полипептиде кишечника), а аминокислоты в положениях 5 
и 7 ВПК химически подобны аминокислотам, находящимся в тех 
же положениях в глюкагоне и секретине (рис. 23, А, Б) [33]. Кро- 
— Ме того, ВПК, подобно глюкагону и секретину, является амфипа- 
° тической молекулой, в С-концевом участке которой преобладают 

гидрофобные остатки (рис. 23, Б). 

° К отмеченному химическому и физическому сходству можно 

добавить, что некоторые биологические эффекты ВПК аналогич- 
: ны эффектам глюкагона и секретина. Показано, что, подобно глю- 

° кагону, ВПК стимулирует образование глюкозы ш \1уо у собак 

т УЙго в срезах печени кролика [34], кишечную секрецию [35], 
а также сокращение миокарда у’ наркотизированных собак и 
изолированных кусочках папиллярных мышц у кошки [36]; по- 
о секретину, ВПК стимулирует экзокринную панкреатичес- 
о секрецию [37], и, подобно этим двум гормонам, он стимули- 
липолиз в изолированных жировых клетках придатка семен- 
илатциклазу в мембранах этих клеток [38]. 
ании этого мы полагаем, что ВПК и секретин 
т с рецепторами, содержащимися как во фракции 
ческих мембран печени, так и в солюбилизиро- 


УТРА 


Ро 


которых приведены в табл. 9, оцени" 
юкагона и 1!25]-ВПК в концентраций 
тицами плазматических мембран й 


- Таблица 9 
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| д Глюнагон НМ 
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ян НХ ВПК М 
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© частично очищенными (после фракционирования на колон, 


е гидроксилапатитом) растворимыми связывающими белкам» зыв 

Хотя радиоактивный ВПК связывался этими рецепторными препа: СР’ фра 

ратами так же хорошо и даже лучше, чем глюкагон, эксперимент, Е 

по конкурентному связыванию, в которых нативные гормоны был Гор 

использованы в высоких концентрациях (10-7 М), показали, и, : 

нативный ВПК не конкурирует с '?5[-глюкагоном и наоборот р? 

следовательно, каждый гормон связывается своим рецептором. ’ Секрет 
К аналогичному выводу можно прийти на основании результа. бек. 

тов параллельно проведенных экспериментов, в которых сравни. 

валось связывание глюкагона и секретина (табл. 10). Специф 


ческое связывание 1*[-секретина превышало связывание глюка. 
° тона как во фракции частиц, так и в растворимых препаратах. 
В экспериментах по конкурентному связыванию было показано, 
Что нативный секретин в концентрации 10-7 М не конкурирует 
` 1°[-глюкагоном в концентрации 10-0 М за связывающие. места 
‘указанных препаратах, т.е. эти гормоны, по-видимому, связыва- 
различными рецепторными местами. В том случае, когда 
ивали секретин и ВПК (табл. 11), было обнаружено, что оба 
на связываются одним и тем же рецептором. 


х 


Таблица 0 


ание глюкагона и секретина рецепторами плазматических мембран печени 
ции частиц и в солюбилизированных препаратах [13] 


Связывание во Связывание в солю- 
фракции частиц, билизированных пре- 


паратах, пмоль/мг 
фмоль/мг белка ЕВ 


Нативный гормон 
(10-7 м) 


‘обность глюкагоя 
_в различных 60 


му н в КЕ, 
азной 


4. Солюбили 
С ь ь зация рецепторов глюкагона 
че № Связывание секретина и ВПК рецепторами плазматичес не: 
), п во фракции частиц и в солюбилизированных препаратах [и мембран печени к 
НОМ 43“ х | 
мон, меченный 1] На Й © 

т пасте” | фри ко | Сие сов” 
| 
м — 91,9 15,8 
| рых г % Секретин Секретин 0 561 

0). № — Секретин ВПК 0 78'4 
Зывани , 

[5 БИК Е 32,3 1 

мых пре № ВПК ВПК 181 —. г 

было Яра ВПК Секретин 12,7 724 


секретина плюс ВПК (в этом случае 
чем под действием каждого из них) 
с одной стороны, и секретин вместе 
различные аденилатциклазы. 
Эти результаты можно сравнить с данными, полученными 
В двух других лабораториях, где работают с различными препа- 
`ратами мембран клеток печени. Используя препараты частиц 
мембран печени, приготовленные с помощью политрона РТ-10 и 
осаждения в пределах 1200 и 40000 ©, Дезбукуа и др. [38] пока- 
_зали, что в присутствии 10-7 М ВПК, 10-7 М глюкагона и 10-8 М 
секретина наблюдается максимальная стимуляция довольно низ- 
кой базальной удельной активности аденилатциклазы (Ию обна- - 
 руживаемой в плазматических мембранах). Поскольку _ макси 
° мальные эффекты, наблюдаемые при совместном действии Г 
Глюк а, а также секретина и глюкагона, но не ВПК ис 
а, оказались аддитивными, был сделан вывод о том, 
ВПК могут активировать общий фермент, кото 
лент: вительного к глюк т 
нии конкурентного 
дов было устан 


ЦАМФ образуется не больше, 
предполагают, что глюкагон, 
с ВПК, с другой, активируют 
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| || О 
| Таблица 12 к _ 
И Влияние глюкагона, ВПК и секретина на активность 
аденилатциклазы плазматических мембран печени [13] 


а 


Активность адени- 
латциклазы, нмоль 
Система цЦАМФ/мг 
белка:10 мин 


Базальная 0,345 
Глюкагон 0,287 мкМ 1,94 
Секретин 0,284 мкМ 0,378 
2,84 мкм 0,715 
ВПК 0,262 мкм 0,412 
2,62 мкМ 0,914 
Глюкагон (0,287 мкМ) -- Секретин 2,64 
(2,84 мкМ) 
Глюкагон (0,287 мкм) + ВПК 2,35 
(2,62 мкМ) 
Секретин (0,284 мкм) -ВПК 0,412 
(0,262 мкм) 
Секретин (2,84 мкМ) --ВПК 0,776 
(2,62 мкМ) Е 


ср Та О 


их способность активировать аденилатциклазу плазматических | 
ан печени: максимальная стимуляция под действием ВПК 
вляла 15—20% стимуляции, вызываемой панкреатическим | 
агоном; секретин в этом плане не был изучен [39]. | 
| 


‹егистидинглюкагона, 
она и М-метилглюкагона 


‚ что дегистидинглюкагон не активирует чувстви- 

у аденилатциклазу в полученных по методу 

х препаратах печени, но конкурентно 
-глюкагона в этом препарате 

гона (1—21, 1—23) и его С-конце 

не способны активировать цик 


у в \ 
С в Я рано модаиы 


ес 
Таблица 13 
ЗАО, м Связывание дегистидинглюкагона , 
4% с солюбилизиров 
«ка м. / рованными связывающими белками 
№ - плазматических мембран печени [13] 
0 о 
Ю 
1:6 Гормон, мЕННЫЙ 115] Конкурент Ве. | 
ЦЕ (2. 0-Юм) (2.10—7М) связанный гормон 
0 свободный гормон ) 
09 Глюкагон т 1,00 
р 
914 Глюкагон 0,67 
я Дегистидинглюка- 0,85 
гон 
2,35 Дегистидинглю- — 0,69 
кагон Дегистидинглюка- 0,60 
о гон 
,412 к Глюкагон 0,44 


А 


Как видно из данных табл. 13, где отношение связанного 12| -глю- 
кагона к свободному меченому гормону является мерой 
связывания, сродство 1?°[-дегистидинглюкагона существенно ниже 
сродства '2°]-глюкагона. Подтверждение этому было получено 
в экспериментах по конкурентному связыванию, которые показа- 

Таблица 14 
Связывание ацетилглюкагона с солюбилизированными 


связывающими белками плазматических мембран 
печени [13] 


Связывание 
связанный. гормон 
свободный | х 


Гормон, меченный !51 
-(2.10—19М) 


Конкурент 
(2-10—7М) ( 


Таблица 15 


Связывание М-метилглюкагона с солюбилизированными 
связывающими белками плазматических мембран 


печени [13] 


1 Связывание 
Гормон, меченный !:°1 Конкурент 
(2.10—10м) (2.10—7М) ( 
\ свободный гормон 


ООО ООО 


Глюкагон — 1,00 
Глюкагон 0,47 
М-метилглюкагон 0,68 
М№-метилглюкагон._ — 0,51 
М№-метилглюкагон 0,39 
Глюкагон 0,49 


О ОНИ 


связанный —— 
ЕЕ АОН 


шеприведенных данных следует, что снижение сродства 

ывания для глюкагона после удаления его единственного Х. 
вого гистидина было обнаружено и в опытах с препаратами 
‘иц мембран печени [40]; правда, это снижение не было столь 
: ено, как при использовании растворимых рецепторов 
но 30 и 804$). Очевидно также, что две свободные 
глюкагона в единственном остатке гистидина в по 

з единственном остатке лизина в положении 12 участ 
лирование этих аминогрупп уменьшают свя 

23 и 49$. | 


ладающий свойствами 
о идентифицировать 
гая эти экстракт’ 


% 


4. Солюб 
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Е > пРоЦедур очистки, как оса) 

"ь понижении концентрации детергента, ель фил белка при 

мы * графия на гидроксилапатите, удельная м. и хромато- 

А и ВаеТСЯ в 3000 раз. Связывающие © ываЮщая 

а кагонсвязывающего белка, мол. вес которого равен свойства глю- 
№. но 190000, оказались в значительной степени ен. - 
1.0 вами препарата плазматических мембран: и в хо к ки р 
0,47 случае связывание было тканеспецифичным быстрым В другом 

0,68 сыщаемым (по крайней мере для мест с высоким легко на- 
0,5] имеющим Ка=10'° М-1) и спонтанно обратимым: ЕВ 

0,39 гон обладает способностью вытеснять меченый гормон из В . 

0,49 са с рецептором, а связывание тормозится агентами (л ее. 

РХ, мочевиной, гуанидинхлоридом), препятствующими т. а. 

В ным взаимодействиям лигандов с белками. РОВ 

| Исследования по специфичности связывания показали, что 

Нижние инсулин также связывается препаратами частиц плазматических 

един Фи» мембран печени и очищенных связывающих белков, но связываю- 

тах с венно щие макромолекулы в этом случае отличаются от макромолекул, 

Репаратиь связывающих глюкагон. АКТГ не связывается препаратами пече- 

НИЕ не быль, ни. Кроме того, инсулин не оказывал никакого действия ни на ба- 


зальную, ни на глюкагонстимулируемую активность аденилат- 
циклазы в препарате частиц плазматических мембран печени. 
Вазоактивный полипептид кишечника (ВПК) и секретин 
_ связываются одними и теми же рецепторами как в препаратах 
частиц, так и в солюбилизированных очищенных препаратах. Од- 
нако эти рецепторы отличаются от рецепторов, связывающих глю- 
_ кагон. ВПК и секретин способны активировать аденилатциклазу 
в препаратах частиц мембран, но в 10 раз менее эффективно, чем 
к. он. Максимальные эффекты ВПК и секретина усиливаются 
у тствии глюкагона, однако аддитивности действия ВПК и 
а не наблюдается. Дегистидинглюкагон, М-ацетилглюка- 
етилглюкагон связываются с солюбилизированными 
вязывающими белками, но их сродство в результате. |: 
я модификации сильно понижается. вез 
р физиологическую природу ее 
кагонсвязывающих белков. Если и 
т екулу плазматических мем! 


‚ то выделенные 


о 


106 М. Блечер и С. Голдстейн 


О — 


_ ла, в которых присутствуют и глюкагонсвязывающие белки, эт 
‘фермент не активируется глюкагоном (или адреналином) даж 
после добавления фосфатидилсерина и этаноламина. Очеви : 
растворимые белковые молекулы рецептора и аденилатциклазь 
в процессе экстракции и выделения постоянно диссоциируют. |. 
этому, хотя мы и выделили макромолекулы, обладающие МНОГИМ, 
связывающими свойствами рецептора глюкагона, пока еще ны 

° доказательств идентичности этих структур и истинного рецептора 

ти доказательства могут быть получены только на основании 
данных о сопряженности процессов связывания глюкагона и акти. 
°вации аденилатциклазы в одних и тех же мембранных препаратах, 
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ГОРМОНЫ ГИПОТАЛАМУСА И РЕЦЕПТОРЫ ГИПОФИЗА 


$. ЛАБРИ, Ж. ДРУЭН, А. ДЕ ЛИН, Л. ФЕРЛАН, Н. БАРДаН 
ИА. БЕЛАНЖЕ 


Меса! Везеагсн СоипсИ Огоир ш Моесшаг Епаостто]ору 
_ Сепёе НозрИаНег де ОшуегзИЕ Г.ауа1 
ОибЪес, Сапада 


дняя доля гипофиза секретирует шесть важнейших поли. | 
ых гормонов: тиреотропный гормон (ТТГ), гормон роста 
пактин (Пр), лютеинизирующий гормон (ЛГ), фоллику- 
улирующий гормон (ФСГ) и адренокортикотропный гор- 

АКТГ). Скорость секреции каждого гипофизарного гормона 


уется нейрогормонами, которые освобождаются из нерв- 
й в капилляры медиальной эминенции [1] и по <о- 
гальной системы достигают места своего действия — 
за [23]. Как показано на рис. 1, секреция ЛГ, ФСГ 
‚я под влиянием только стимуляторкого воздейст- 
тогда как секреция ГР, ТТГ и Пр, по-видимо- 
‘сбалансированным воздействием ингибиторных 
ейрогормонов. Общее влияние гипоталамуса на 
ГГ является стимуляторным, тогда как на сек 

рным. 
ния в области нейроэндокринологии связаны 
структуры трех регуляторных гормс 
рмона, стимулирующего освобож 
гормона, стимулирующего 
| и соматостатина (гор 


тии жеити 


Рис. 1. Схематическ 

а о ра жение гипоталамо-аденогипофизарного комплек 
И ов, ФСЕ к а гормон; АКТГ— ЧАН 

; — Фолликулостимулирующий Е 

оста; — . рующий гормон; ГР — 
Е. р ТЛ — тиролиберин: СЛ — оао КЛ ик 
бер ий . тр ктостатин; ЛЛ — люлиберин; С — соматостатин, го Мон, 
и у освобождение гормона роста; ПрЛ — пролактолиберин №. 


|. ВЛИЯНИЕ ТИРОЛИБЕРИНА, ЛЮЛ 
‚ ИБЕРИНА И 
НА НАКОПЛЕНИЕ цАМФ к 


ь он на основании результатов эксперимента с теофиллином 
роизводными цАМФ было выдвинуто предположение о функ- 
ционировании циклических нуклеотидов в роли медиаторов дей- 
вия регуляторных гипоталамических гормонов в передней доле 
юфиза, четким доказательством участия аденилатциклазной 

г. ет служить лишь установление изменения активности 

_фер та или концентрации цАМФ в аденогипофизе под 

м нейрогормонов. Такие данные уже получены для люли- 


7] и соматостатина [17—19]. Добавление синтети- 
берина к ткани аденогипофиза крыс Ш Уго приводит 


ичению содержания цАМФ и 0с 
‚ичем оба эффекта зависят от п 


ОНИ 


110 Ф. Лабри, Ж. Друэн, А. де Лин и др. в 


й 
2 
правлено на активацию аденилатциклазы, а не на подавлен, ам 
и ` фосфодиэстеразы, разрушающей циклический нуклеотид. | 6.1 
та °— В поисках более эффективных контрацептивных препара, (0-2°. 
| 


° на основе ингибирующих аналогов люлиберина было синтезнр (де г 
вано много производных этого пептида. Некоторые из них каза (р- 
— лись мощными ингибиторами действия люлиберина как т Ум ии 


° [20, 21, таки ш уНго [22]. Благодаря доступности эффективны; 


$ 125 А 125 


Б 


й % от ит 


цАМФ 


Освобождение ЛГ и ФСГ. % от контроля 


0 
105 0 ЕГ--— 20-6 0% 
Концентрация аналога, М 


036 


фен *, р-Лей 8) люлиберина в возрастающих концентраций 
У Е) № люлиберином в концентрации 3-10-® М (А $ 
гаи ФСГ 


при инкубации половинок гипофизов крыс М. 
меряли после 3,5 ч инкубации с аналогом, котор. 
е; чем люлиберин; освобождение ЛГ и ФСГ измер | 
ой, как описано ранее [23]. | 


выявить коррелящи® 
антагонистов на И Я 
Ф, с одной стороны» 
‘акой корр 
нем фу 


: 5. Гормоны гипота 
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ме а 6.106 М, (деГис?, Е ыы в концентрации 

вм о ь тоерина в концен — 
и А (р-Фен?) люлиберина в Ве трации 4.10-8 М, 
\ (деГис?, деГли-МН??) люлиберина В Г, пропиламида 


з концентра —5 

в - рации 2.105 м 
\ и (р = 6) люлиберина в концентрации 10-7 М (М = 
вар З ри, неопубликованные данные). Поскольку ни ‘один 


° из указанных аналогов не . 
Ч люлиберина, эти пептиды о емеьной р 
° тах сначала в концентрациях, в 10000 раз ыы данных эксперимен- 
рацию люлиберина 5. 10-9 М. Все И ие. о. 
вызывали заметное подавление индуцируемых этим Ма 
копления ЦАМФ (62,0 — 38,0%) и освобождения ЛГ (874 — 
_ 475%), а также ФСГ (75,4—29,7%) [23]. В качестве примера 
° параллельного подавления накопления цАМФ и освобождения 
_ ЛГи ФСГ под действием антагонистов люлиберина на рис. 2 
® представлены данные о влиянии увеличения концентрации 
де (Р-Фен?, Р-Лейв) люлиберина на накопление цАМФ и освобож- 
_ дение гормонов. Параллельное подавление накопления цАМФ и 
вобождение ЛГ и ФСГ обнаруживается также при молярном 
отношении аналог/люлиберин в пределах от 100 до 3000. Для 
амого мощного из изученных ингибиторов (Р-Фен?, Р-Фенв) лю- 
‘иберина эта величина равна 30 и выше. Такая явно выраженная 


С 
еляция между подавлением индуцируемых люлиберином 


Ц, 
о бы \,  амида (деГис?, Р-Алав, деГли-МНо 


ым убедительным подтверждением уже имеющихся данных 
бязательном участии аденилатциклазной системы в роли ме- 
ора действия люлиберина в передней доле гипофиза. 
обавление тиролиберина к ткани аденогипофиза также при- 
к увеличению, хотя и относительно небольшому, внутрикле- 
овня цАМФ, что сопровождается увеличением освобож- 
`[15, 17, 24]. Позднее было показано, что синтетический 
ин вызывает быстрое угнетение накопления ЦАМФ 
физе ш уйго [18, 19], причем этот эффект сопровож- 
тным подавлением освобождения как ГР, так и ТТЕР 
не соматостатина на три отмеченных выше параметра 
словиях базальной и индуцируемой простаглан-_ 
офиллином секреции аденогипофизарных гормо- 
т едположение об ингибирую 


| абри, Ж. Друэн, А. де Лин и др. 


механизме действия трех назва 


едположения о том, что В 
гипофиза участвует 


пептидов в передней доли 
тых пе 
‹иклазная система. 


налогии с другими гормональными системами, в которыу 
ве посредника выступает цАМФ [25], последовательнось 
й в действии тиролиберина предположительно должна 
такова: а) связывание тиролиберина со специфическиу 
ором на наружной поверхности плазматической мембраны 
фов или маммотрофов и 6) активация аденилатциклазы, 

‘к увеличению внутриклеточного уровня цАМФ с п. 
ой активацией протеинкиназы, фосфорилированием бел. 
бстратов и изменением скоростей метаболических реак- 
екающих в клетке. Предположение о специфическом 


тепени основывалось на результатах исследова- 
радиоактивным иодом АКТГ [26, 27], ангиотен- 


то первой стадией в действии указанных полипептид: 
› является взаимодействие их со специфическими. 
матических мембран клеток-мишеней. 


н клеток аденогипофиза 


а Невилла, разработанного дйЯ 
-чени крыс [32], мы описали 


. Ч 
№№ \ 5. Гормоны 


\ ность гомогената. Установлено, что этот Фермент локализован в 

лазматических мембранах животных тканей [38, 39] 

п Фракция плазматических мембран обогащена также прибли- 
тельно в 10 раз аденилатциклазной активностью. Данные о ло. 

в ализации максимальной активности 


аденилатциклазы во фрак- 
циях плазматических мембран, выделе 


ННЫХ ИЗ передней Доли 
типофиза, согласуется с аналогичными 


2. 
гипоталамуса п рецепторы гипофиза 113 


данными о локализации 
этого фермента в печени крыс [40], щитовидной железе быка 
И] и эритроцитах лягушки [42]. 

В. Характеристики связывания Н-тиролиберина 


Полумаксимальное связывание °Н-тиролиберина в ОиЩеН и 
ных плазматических мембранах из передней доли гипофиза быка 
[33] измеряли после 5 мин инкубации при 0°С [43]; кривая свя- 


О 


А Специфическое связывание ] 
` (в присутствии мембран) . 


чесное сеязывани* 
ыы 


№ - 10 _-б1 00 01 02 @3. та \ 
она 0’м — 1/Концентрацая рим 


: 


„=: 9. Ч. 
, ) > < . й д | и 
р зрастающих концентрациях на связы- | 
ак анами аденоги в присутствии 
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наковыми. На основании этих данных предполагают, что ха а 
теристики связывания рецепторов тиролиберина, ответственны, тот 
за освобождение ТТГ и Пр в клетках различных типов, Хон, 
или даже идентичны. Связывание обратимо, гормон-рецепторны с 
` комплекс диссоцирует после добавления избытка немеченог) 
тиролиберина с начальным периодом полужизни 14+] мин [43 $ 
О высокой степени специфичности рецептора тиролиберина сви. 
детельствует тот факт, что другие пептиды гипоталамического 
происхождения, а также другие полипептидные гормоны не кон. | 
курируют с тиролиберином за связывание [43]. 
Специфичность рецептора тиролиберина подтверждается так. | 
° же наличием тесной корреляции между способностью весьма раз- | 
= личающихся по биологической активности аналогов тиролибери- 
- на подавлять связывание *Н-тиролиберина и стимулировать секре- 
цию ТТГ [46] или Пр [47] соответственно в опухоли гипофиза 
мыши, секретирующей ТТГ, и в опухолевых клетках @Нз адено- 
гипофиза крыс. 
_В инкубируемых при 0°С клетках опухоли гипофиза, секрети- 
°— рующей ТТГ, обнаружено два класса связывающих мест с кон- 
_ стантами сродства 2-10-8 и 5.10-7 М [46]. Данные о существова- 
нии двух классов мест, связывающих ЗН-тиролиберин, получены 
также для опухолевых клеток @Нз гипофиза, содержащихся в 
культуре при 37°С [48]. Поскольку влияние тиролиберина на 
вобождение ТТГ ш УЙго обнаруживается при концентрациях 
типоталамического гормона от 1.10-9 до 1.10-8 М [49], а при кон- 
Ациях выше 2,7. 10-9 М не происходит значительного увели- 
обождения Пр в клетках СНз [50], физиологическое 
связывающих мест с низким сродством еще предстоит 
В клетках бычьего и крысиного аденогипофиза [43, 
есь [45, 47] обнаружен только один класс связы- 
`с высоким сродством к тиролиберину. 


оэипрженнну:——— 


спределение связанного 3Н-тиролиберина 


берина плазматическими мембранами, 
Е [33], в 40 раз превы” 
_ [52]. В тринадцати 


_ дифференциальном 
ычьего аденогипофи- 


‚ Зв, а - о 
Ра 

Ч ом 4, у 5. Г 
к © м | ‚ Г Ормоны гипоталамуса ц рецепторы гипофиза 115 
му» Изо м мм О к ——— 
„УЖ бы н, 48], очевидно, преобл 
т. Изь, к. № — цепторы [48], ‚ преобладающее число 
1 ор. ы № №. ` к гормон, судя по результатам связывания © м: 
Тид Ти $ м бклеточными фракциями, локализовано Не 
ть м ре А © Эти данные убедит к азматических мем- 

Иды, о 6, №  бранах. я эльно подтверждают предположен 
_ [437% по Пс ооле ствие тиролиберина с рецепторами плазма. 
на ]. ры МА тических мембран является первой стадией в реализации ааа 
, под. ь № гормонального эффекта и это взаимодействие, по-видимому Фуше 
обо еЖ, \  ционально взаимосвязано с активацией аденилатциклазы › 

Тю М 
и ото, ма Д. Роль липидов в связывании тиролиберина 
Им Ир № 

ННо В оно ь® Липиды мембран, как установлено, важны для реализации 
: ух гормонального ответа в гормончувствительных аденилатциклазных 


клетках м системах, хотя ответ фермента на фтор после обработки мембран 

хо } осфолипазой или детергентами в основном остается без измене- 

о Гипофиза ний [54, 55]. Полученные к настоящему времени данные указы- 

Ывающих Ш»  вают на возможное участие липидов либо во взаимодействии гор- 

: Данные №1» мона с рецептором, либо в какой-то другой стадии между реакци- 

‘Тиролиберии Ст - в.“ и активацией аденилатциклазы, либо на обеих 
| с : 

о Обработка плазматических мембран аденогипофиза фосфоли- 
пазой А в концентрации до 10 мЕд/мл приводит к быстрой и поч- 
ти полной потере тиролиберинсвязывающей активности [51]. 
После инкубации в течение 5 мин при 37°С с таким небольшим 
количеством фосфолипазы А, как 0,5 мЕд, в мембранах уменьша- 
ется содержание фосфатидилхолина, фосфатидилэтаноламина 
и фосфатидилсерина соответственно на 30, 23 и 43%. Фосфатиди- 
‘линозитол остается относительно нечувствительным к подобной 
р: е до тех пор, пока концентрация использованного фер- 
не достигнет 5 мЕд/мл, содержание сфингомиелина в этих 
не изменяется. Аналогичным образом уменьшается свя- 
е ЗН-тиролиберина после обработки мембран фосфолипа- 
да как фосфолипаза Р не оказывает на связывание ни- 

ния [51]. 
ение о тиролиберина после обработки плаз- | 
`мбран фосфолипазой А или С обусловлено сниже- 

рецептора к этому гипоталамическому 1 
концентрация тиролиберина, необх 
возрастает с 3,5=( 

(т) семи. 


‚ гормона в клетках двух различных типов. Используя плазматичес- 
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шв  _ 


гут оказаться чрезвычайно важными для работ, связанных 
очисткой компонентов, ответственных за узнавание гормона 
цептором и передачу информации другим элементам адени 
клазной системы, 


Латци. 


ТУ. ХАРАКТЕРИСТИКА ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ РЕЦЕПТОРОВ | 
ТИРОЛИБЕРИНА И СОМАТОСТАТИНА В КЛЕТКАХ РАЗЛИЧНЫХ ТИПОВ 


А. Сходство функциональных рецепторов тиролиберина в клетках, 
секретирующих ТТГи Пр 


Поскольку тиролиберин стимулирует секрецию как ТТГ. так 
и Пр, интересно установить степень сходства рецепторов этого 


кие мембраны, выделенные из аденогипофиза коровы в период 
лактации, когда количество клеток, секретирующих Пр, значи- 
тельно превышает количество тиреотрофо 
ство рецептора к ®Н-тиролиберину, 


ической активности которых колебалась в широких 
вер и Вэйл [57] нашли, что эти аналоги обладают 
вой способностью вытеснять как ТТГ, так и Пр. Эти 
`В том, что рецепторы тиролиберина в клетках, 
ТТГ и Пр, очень сходны в отношении как сродст- 

‘ому гормону, так и способности выражения 

еского ответа (способности освобожде- 


О А 


_ ной культуре клеток аденогипофиза крыс [70]. 


5. Гормоны гипоталамуса ц Вецептор 
: 4 ы гипофиза 


статина в определенных экспериментальных условиях 
ется также освобождение Пр в монослойной к 
60, 61], а у некоторых пациентов с акромегалией 
Частичное подавление исходного уровня Пр в плазме 

Помимо действия на уровне гипофиза, соматостат и [64]. 
час установлено, подавляет секрецию инсулина [64-57 в 
гона [64, 68] и гастрина [69]. В связи с таким широким с 
действия соматостатина возникает вопрос о специфичности. е 
торов этого тетрадекапептида в чувствительных клетках п 
ных типов. Имея в своем распоряжении синтетические аналоги 
соматостатина, биологическая активность которых варьировала 
в широких пределах, мы изучили относительную способность это- 
го гормона и его аналогов освобождать ГР, ТТГ и Пр в монослой- 


ектром | 


В опытах использовали соматостатин и два его аналога, ак- 
тивность которых в отношении освобождения ГР по сравнению с 
природным пептидом составляла соответственно 1 и 0,14. Мы 
обнаружили, что исследованные пептиды почти идентично влияют 
на освобождение трех гормонов гипофиза: ГР, ТТГ и Пр. Сомато-. 
статин имел ЕРьо=3.10—0 М, аналог 1—3-10-8 М и аналог И — 
2.10-7 М. Эти данные указывают на значительное сходство функ- 
циональных рецепторов соматостатина в аденогипофизарных 
клетках трех типов: соматотрофах, тиреотрофах и маммотрофах. 

Мы уже отмечали ранее, что соматостатин вызывает подавле-. 
ние как спонтанного освобождения ГР и Пр, так и освобождения 
ПЕР, индуцируемого тиролиберином [61]. Приведенные выше 
’ относительно пептидов, столь существенно различающихся 
чине биологической активности, являются весьма веским 
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бавлении 10-8 М соматостатина, причем полумаксимальное 
давление выявляется при концентрации соматостатина 2,5. 10-01% 
С этими данными согласуются представленные на рис. 4х 
результаты экспериментов, в которых было показано, что сом ‚В 
статин в концентрации 10-8 М подавляет индуцируемое 10 

10-7 М тиролиберином освобождение ТТГ приблизительно г | 
а 


0 в 


ответом, полученным в 01 
‚ что концентрация 
ь стимуляции 


м 5. Гормоны еипоталамуса и рецепторы гипофиза 
АА, 
} ме ры же выявлялось при концентр 
о е так > нтрации соматостати 

Г а А й може М. Как и в случае освобождения ТТГ ‚ индуцируемого 

м УЦ № ый —^5. иберином (рис. 4), соматостатин в используемых концент- 

а р вызывал неполное подавление | 

ЗА, И 


освобождения Пр 
ы й Ви учетом рассмотренных данных представлялось интересным 
№ 


ина на величину ЕБу для 


м, ь возможный эффект соматостат 
‚ изучит тиролиберином. Как показано на 


тимулируемой 
и Пр, сти 
секреци 


> 
о 
о —1, -8 
: Контроль Соматостатин 3}3.10"°М Соматостатин 10-8 М. 
з ы ь 
#0 А 
5 
1} 
- # 
а 
6 ; ‚21 
5 
з Ре 
4 
8 : Е - 9-ой 
и 
+ =. —9 я 
0-0 


Тиреолиберин (109 М) 
Пр 
Й берина на освобождение 
р нцентраций тироли мене ^ 
р В омениса самок крыс в Е р > 
М м 10° 5М. (В) соматостатина. Инкубаци прово, 
‚ как указано на рис. 4. : 


-ю и 10-8 М 
авто и \ е 
ием соматостатин арм 
я торможение г - У у 
ал о ответа на тироли ношении освс 
ЕБь для т ты 
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в ткани аденогипофиза. Принимая во внимание ассоциацию 
цепторов тиролиберина, по крайней мере значительного их боль. 
чиинства, с плазматическими мембранами [43, 52], в которы 
’ также локализована аденилатциклаза [33], представляется Ве 
‘ма вероятным, что первой стадией в действии этих двух пептидов 
является связывание со специфическими рецепторами, располо. 
женными на наружной поверхности плазматических мембран: 
В результате такого связывания происходит активация (для ли, 
° ролиберина) или ингибирование (для соматостатина) аденилат. 
_ циклазы. 

Данные о неполном торможении соматостатином освобожде- 
ния ТТГ, индуцируемого тиролиберином (рис. 4), позволяют 
‘предположить, что в тиреотрофах рецепторов соматостатина мень- 

е, чем рецепторов тиролиберина, и (или) что существуют два 

асса функциональных рецепторов для соматостатина и (или) 

иролиберина. Если допустить наличие различных популяций 

пторов соматостатина, то в этом случае определенная часть 

тостатин-рецепторных комплексов могла бы устранить дей- 

иберин-рецепторных комплексов, чем объяснялось бы 

давление ответа на тиролиберин; как можно предста- 

стальная часть рецепторов соматостатина была бы не спо- 
ффективно конкурировать с единственной популяцией | 

ров тиролиберина, чем объяснялся бы эффект тироли- 
рисутствии соматостатина. Возможно также наличие 

яций рецепторов тиролиберина. В этом случае можно 

дни рецепторы тиролиберина имеют механизм 

эффективный, чем соответствующий механизм 
на, и этим объяснялось бы 70% -ное подав- 
рисутствии тетрадекапептида; другие же 
бы иметь сопрягающий механизм, 
›статина, и этим объяснялось бы 
олиберина на осво- 


ре. 


ОА $6 |- 
к 
А 5. Гормоны 2 
и ыы ь м ичоталамуса и Рецептор 
аа ы гипофиза 
ы их у и соматостатина, либо на уве - 


ы м орам Е увели 
ма м я рецепторов тиролиберина с а ЭФФективности соп 
ак че, м Пбеспечиваютщими выражение клеточной а механизмами 
т а м ние Пр). Ункции (освобожде- 
“а (6 ` 
х 4 


А ) у. МОДУЛЯЦИЯ УРОВНЯ РЕЦЕПТОРОВ 


й Изучение рецепторов показало, что для а 
со ме | аденилатциклазы достаточно связывания ПОЛНОЙ активности 


ЛИШЬ 5 
клоточных рецепторов [71]. Эти наблюдения о. части 
жить, что изменение числа рецепторов может и 

ЖНЫМ 


моментом в регуляции клеточной активности. Согласно 
допущению, в случае увеличения числа связывающих мест — 


ОПрело уч а гормон при б И 
отвечает н р ри оолее низкой ко 

д т } нцентрации циркулирую- 
бы _ Лены № щего гормона, тогда как в случае уменьшения числа о 
Пе у мест для того же ответа потребовалась бы бол 

ма ее высокая концен- 
а трация гормона. 

Км У крыс с гипофункцией щитовидной железы, индуцированной 


длительной обработкой пропилурацилом, число мест, связывающих 

° тиролиберин, в гипофизе увеличивается по сравнению с контролем 
приблизительно в два раза, а после обработки гормоном щитовид- 
ной железы уменьшается [53, 56]. В экспериментальных условиях, 
приводящих к заметной стимуляции секреции Пр (введение эст- 
радиола самцам крыс), число связывающих мест в гипофизе уве- 
личивается в 2—3 раза (рис. 6). В этих условиях число связываю- 

° щих мест заметно меняется, тогда как сродство рецептора к ней- 

а остается прежним. 

— На рис. 7 графически показано влияние тестостерона на кажу- — 

щуюся К» стимуляции (ЕБьо) освобождения ЛГ под действием 
берина в культуре клеток гипофиза. Можно видеть, и 
к Ето инкубированных сео роном в 1 25 

е 36 ч, ЕР» олюлиберина увелич ЕЕ 

п это связано с уменьшением чиста 
` люлиберина в клетках, секретирующих ‹ о. 

после обработки 17В-эстрадиолом эф 
1. Мо) я числа рецепторнь^ 
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антагонистов люлиберина пригодны те аналоги, которые будут. 
а) иметь достаточно высокое сродство к рецептору люлиберина, 
но способны взаимодействовать с этим рецептором, не приводя к 
освобождению ЛГ и ФСГ; 6) устойчивы к деградации в Условиях 
т \\0. Связывающую способность лучше всего оценивать в сиь. 
теме ш Уго, тогда как вторичные действия аналогов — в экепе. 
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_50 100 150 200 -005 0 885-47 015 02 
_ Тиреолиберин, нм /тиреолиберин, вм 
ботки эстрадиолбензоатом (10 дней по 25 мкг/день) на ха- 
3Н-тиролиберина гомогенатом гипофиза крыс. В опытах 
самцов, связывание определяли, как описано [43]. 


сследования взаимоотношения структуры 
‚ которые проводятся раздельно на двух 
одст ора и периферической де 
необходимую для синтеза 

ол . 
г способность 16 
в монослойной 


|->) 


5. 
Ш _ Гормоны гипоталамуса и Рецепторы гипоф 
иза 
Вы, пропиламида (деГис?) люлиберина В кон 
й : ент 
10-5 Ми Ема ‚ Лейз, Р-Алав, деГли-МН . ные 
Ё. концентрации 10-5 М. Никакой антагонистинвеной 
в было обнаружено при тестировании следующих в 
в... 300-кратном молярном избытке по отношению к РР. 
рину: этиламида (деГис?, Лейз, О-Алав, деГли-МН® ) полиберина, 
а, 
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4000 о Контроль 


х Тестостерон 3-10-9М 


‘Эквиваленты освобождаемого ЛГ, нг/мл за 5ч 
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и в момент инъекции 100 нг люлиберина, вызывает 90% -ное подав. 
ление ответа к гипоталамическому гормону, измеряемому по 
уровню ЛГ в плазме [73]. т 
Первыми аналогами, которые, как сообщалось, ингибировали 
действие люлиберина на освобождение ЛГ ш уЙго, были (деГие?). 
люлиберин и (Гли?)люлиберин [74, 75]. Гораздо эффективнее 


10000 д 12000 5 | 


о (де/Тис? -Леб®) люлиберия 4008" © (0-Фен?) пюлиберин 
® ( дес? 1-Лей рыб нрия + : | ® (0-фен?) а т: 
+ 3-10 -9М люлиберин \ + 3-10-9М люлиберин 


‘днвивалениы т ридовмово"ЯР, на/ыл 
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О Пг 108 > 
_ Концентрация пептида. М 


#8) люлиберина (А) и (Р-Фен?) люлиберина (5) 
‚ на освобождение ЛГ в монослойной культуре 
е (светлые кружки) или в присутствии (тем- 


о Этиламид (0 (пиро) Глу й 
деТьс? 0-ТриЗ 0-Ала? 
деГли-МН:) люлиберина 

® Этиламий (деГис? -Алаб 
деГли-МНЮ) люлиберина 

о (де/ис? 2-Ала°) люлиберин 

ш (ЗеГис?, 0-Лей®) люлиберин 
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люлиберина в возрастающих концентрациях на осво- 
е люлиберином в концентрации 3+10-°М в монослой- 
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берин © Этиламид (деГис: 2-Ала, 
деГли-МНЮ) люлиберина 


о (деГис? 0-Ала°) люлиберин 
ы (деГис? 0-Лей®) люлиберин 
18) люлиберин 


х (0-Фен? П-Лей 
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т М 1077 710- 
_ Концентрация пептида, М 


\ о Этиламид (В (пиро) Гу! 


люлиберина в возрастающих концентрациях на осво- 
люлиберином в концентрации 3-10—°М в монослой- 
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М 


люлиберин [23]. По крайней мере частично это может быть а каз 
словлено присущей аналогу низкой стимуляторной активность | ЙО ре! 
которая проявляется при использовании аналога в высоких ыы | р- # 
центрациях [22]. С помощью модификаций люлиберина, КЛЮЧ. | м 

о Люлиберии | О из 
$ 400: ® Люлиберин +(деГис? 0-Ала®) люлиберин йе дат 


О Люлиберин +(де Гис* 2-Лей 8) люлиберин 
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показали наши данные, (Р-Фен?, Р-Лейв) люлиб 
р.Фенв) люлиберин могут подавлять на 50% и, и (Р-Фен? 
ш УНго при молярных соотношениях, прибл а люлиберина 
ответственно 100 и 30. Результаты этих исследований 1 ай 
с изолированными половинками гипофизов, хорошо ии 
с данными, фе при изучении освобождения не. 

ибери НОЯ , ы 
122] рином, в монослойной культуре гипофизар- 
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РЕЦЕПТОРЫ ОКСИТОЦИНА 


М. СОЛОФФ 


РерагётерЕ о! В1оспепиз гу 
Меса! СоПесе о! ОШо аЁ Тое4о 
Тоедо, Ошо 


Окситоцин синтезируется в ядрах гипоталамуса, а хранится в 
доле гипофиза. Определение структуры этого пептидного 
а, состоящего из 9 аминокислотных остатков, и его после- 
синтез были проведены в лаборатории Дю Виньо [1]. 
ее время окситоцин получают синтетическим путем 
нием твердофазных методов [2]. Синтезированы 
г также многие аналоги этого гормона, обладающие 
биологической активностью [3, 4]. 

‘ическое действие окситоцина у млекопитаю- 
Ш УШго состоит в стимуляции сокращения 
миоэпителиальных клеток, окружающих 
ле [8—12]. Благодаря сокращениям 
по своей структуре сходны с клет- 
ат пучки нитей), молоко из альвеол 
ой железы [14—16]. 

- доступен меченый окситоцин, Гинсбург 
что скорость выведения экзогенного 
крыс значительно больше, чем 
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Таблица 1 
Окситоцинсвязывающие места 
Ткани и органы Источник данных 
) Молочная железа крысы [21—23] 
в. Матка крысы [29, 24] 
Эпителий кожи лягушки [25, 26] 
Изолированные клетки 
Молочная железа крысы [27] 
Жировая ткань [28] 
Препараты разрушенных клеток 
} Молочная железа крысы [29] 
р Матка крысы [30] 
Миометрий свиньи [20] 
Миометрий женщины [31] 
Миометрий овцы [32] 
Эндометрий овцы [32] 
Яйцевод крысы [23, 33] 
| Мочевой пузырь лягушки [34] 


обеспечивающих стимуляцию указанным гормоном соответствен- 
но лактации и сокращения матки. Конкуренция аналогов оксито- 
цина с меченым гормоном за связывающие места обычно пропор- 
циональна биологической активности [21, 24]. С помощью радио- 
автографии было установлено, что радиоактивность в яйцеводе и 
молочной железе крысы специфически локализуется соответствен- е: 

о в гладких мышцах и клетках миоэпителия [23]. — 
‘Связывание ЗЕ ыы. наблюдается также при добавле- 
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Работы по изучению рацепторов окситоцина в коже и эпителий 
мочевого пузыря, а также в жировых клетках лягушки будут рас- 
смотрены позднее. 


ПИ. РАДИОАВТОГРАФИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ЛОКАЛИЗАЦИИ 
ОКСИТОЦИНСВЯЗЫВАЮЩИХ МЕСТ 


®Н-окситоцин, поглощаемый ш уго молочной железой и яйце. 
водом лактирующих крыс, был локализован с помощью радио- 
автографии [23]. Радиоактивность накапливалась в клетках 
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мноэпителия, окружающих альвеолы и расположенных вдоль про- 
токов молочной железы (рис. 1), а также в клетках гладких 
мышц яйцеводов (рис. 2). Однако при инкубации указанных Тка- 
ней с °Н-окситоцином в присутствии 30-кратного избытка немече- 
ного гормона радиоактивность уменьшалась либо вообще отсутст- 
вовала. Преимущественное накопление 'Н-окситоцина в клетках- 
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мишенях свидетельствует о том, что рецептор расположен 
в гормонсвязывающем участке этих клеток. 

Несмотря на наличие в молочной железе гладких мышц, Ри. 
чардсон [14] и Линзел [15, 16] на основании данных морфологи. 
‘ческих исследований пришли к заключению, что окситоцин воз- 
действует на миоэпителиальные клетки железы. Локализация 
“Н-окситоцина в областях, содержащих эти клетки, служит убеди- 

_ тельным подтверждением результатов морфологических исследо- 
_ ваний. 


_ Ш. СВЯЗЫВАНИЕ ОКСИТОЦИНА ИЗОЛИРОВАННЫМИ КЛЕТКАМИ 
МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 


’Окситоцин связывается клетками молочной железы лактирую- 
их крыс, диспергированными 0,1%-ной коллагеназой [27]. Ана- 
рафика Скэтчарда [36] позволяет выявить два типа связы- 

х мест — с высоким и низким сродством (рис. 3). Величина 
цейся Ка связывания окситоцина с местами, имеющими вы- 
дство к этому гормону, после коррекции на связывание 

щими низкое сродство [37], составляет 

личина приблизительно в два раза превышает 

рушенных клеток ткани молочной железы 

`` > [29]. Наблюдаемое раз- 

_ личие может быть обу- 

словлено недостаточно 

высокой концентрацией. 

: инкубационной — 
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зываемого с таким же числом клеток молочной железы. Количест- 
во 3Н-окситоцина, связывающегося с эритроцитами, не меняется в 
присутствии 100-кратного избытка нерадиоактивного гормона, что 
указывает на связывание гормона с местами, имеющими относи- 
тельно низкое сродство. 


]У. СРОДСТВО И СПЕЦИФИЧНОСТЬ СВЯЗЫВАНИЯ 


В табл. 2 представлены значения кажущихся Ка окситоцина 
и концентрации связывающих мест в различных препаратах. Все 
значения Ка, за исключением значения для препарата мочевого 
пузыря лягушки, лежат в пределах наномолей. Величины Ка для 
эпителия кожи и мочевого пузыря лягушки соответствуют кон- 
центрациям окситоцина, вызывающим полумаксимальную стиму- 
ляцию соответственно активного транспорта натрия [26] и актив- 
ности аденилатциклазы [34]. Концентрация окситоцина, приводя- 
щая к полумаксимальному сокращению изолированной матки 
крысы, равна 1,2 нМ [38], что соответствует величине кажущейся 


Таблица у 
Сродство связывающих мест к окситоцину $ 


Связывающие места 


_ Фракции частиц 
_Молочная железа лактирующей кры- 
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Ка для связывания окситоцина фракцией частиц клеток матки 
(табл. 2). В ряде исследований [6, 8—12, 39] установлена самая 
низкая концентрация окситоцина, при которой возможен ответ 
молочной железы, но концентрация гормона, приводящая к полу. 
максимальному ответу, пока еще не определена. Величина Ка для 
связывания окситоцина с фракцией частиц молочной железы при. 
близительно в два раза меньше величины Ка, характерной для 


[А 

Пептид 
ЕАН 
Окситоцин 


Цис-Тир-Иле-Глн-Асн-Цис-Про-Лей-Гли-МН» 


(Дезамино)окситоцин 
$-(СН,);- СО-Тир-Иле-Глн -Асн-Цис-Про-Лей -Тли-МН» 


(8-валин ) окситоцин 
Цис-Тир-Иле-Тлн-Асн-Цис-Про-Вал-Гли-МН» 


(4-треонин ) онситоцин 
^ Цис-Тир-Иле-Тре-Асп-Цис-про-Лей-Тли-МН» 


`(8-лизин ) вазопрессин 
Цис-Тир-Фен-Глн -Асн-Цис-Про-Лиз-Гли-МНь 


а 
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одном из перечисленных в табл. 2 препаратов-мишеней. Другие 
аналоги, представленные на рис. 4, конкурируют с окситоцином 
за окситоцинсвязывающие места пропорционально логарифмам их 
концентраций [21, 24, 29—31]. Линии регрессии при конкурент- 
ном анализе в этом случае параллельны линии, полученной для 
нерадиоактивного окситоцина, что свидетельствует о наличии еди- 
ного класса связывающих мест для данных аналогов. 

Группа аналогов, использованных Бокаэртом и др. [25, 26] для 
изучения связывания окситоцина с эпителием кожи лягушки, 
включает вазотоцин |[(8-аргинин) окситоцин; природный гормон, 
обнаруживаемый в нейрогипофизе амфибий \], (8-лизин) вазо- 
прессин, (7-валин, 8-лизин) вазопрессин и (2-0-метилтирозин, 
1-карбо) окситоцин — антагонист окситоцина. 


У. ХИМИЧЕСКАЯ ПРИРОДА ОКСИТОЦИНСВЯЗЫВАЮЩИХ МЕСТ 
В МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЕ И МИОМЕТРИИ 


О химической природе рецептора окситоцина почти ничего не 
известно. Предполагается, что окситоцин воздействует на плаз- 
матические мембраны, поскольку этот гормон изменяет электро- 
физиологический статус миометрия [41—45] и протоков молочной 


Таблица. 8 


Фракционирование в градиенте плотности а. клеточных частиц 
матки крыс, осаждающихся при 105 000 50 = 


я сахарозного | Связанный *Н-ок- РНИИ МИНЬ 


ситоцин, имп/мин | Белок, мкр мкг 


138 (М. Солофф 
} _ 
железы [46]. Действительно, все изученные к настоящему времени 
рецепторы пептидных гормонов, по-видимому, являются частью 
плазматических мембран соответствующих клеток-мишеней (см 
обзор [47]. Окситоцинсвязывающая активность, присущая седи. 
ментируемым при 105000 © частицам клеток молочной железы 
при центрифугировании этого препарата в градиенте плотности 
сахарозы увеличивается приблизительно в два раза [27]. Наиболь- 
шее связывание в пересчете на 1 мг белка обнаруживается во 
фракции, соответствующей плотности сахарозы от 10 до 284. 
В этой фракции сосредоточена также активность 5’-нуклеотидазы, 
считающейся маркером плазматических мембран клеток молоч- 
ной железы. Большего обогащения препарата в отношении окси- 
‚ тоцинсвязывающей активности достигнуть нельзя, так как клетки- 
мишени окситоцина составляют лишь часть клеток молочной же- 
лезы. Для дальнейшей очистки рецепторов окситоцина в молочной 
_ железе, по-видимому, необходимо получить изолированные мио- 
_ эпителиальные клетки. 
С помощью центрифугирования в градиенте плотности сахаро- 
связывающую активность препарата микросом из матки крысы 
удается обогатить в 3,2 раза (табл. 3). При этом наибольшая 
° окситоцинсвязывающая активность так же, как и для препарата 
частиц клеток молочной железы, осаждающихся при 105000 в, 
обнаруживается во фракции, которая соответствует плотности са- 
зы 10—28%. В этой же фракции накапливается и активность = 
‹леотидазы, в 3,4 раза превышающая активность микросомно- | 
$ ‘результаты были получены для фрак- 


Поскольку 5’-нуклеотидаза является, 
ат маркером плазматических мембран = 
‘матки [50, 51, корреляция между окситоцинсвязы = 
остью и активностью этого фермента подтверждает _ 
о том, что рецепторы окситоцина расположены 1 
ранах клеток-мишеней. а. Е 


/ 
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12 


а также нейраминидаза не оказывают никакого влияния на свя- 
зывание окситоцина с частицами клеток ни молочной железы, ни 
миометрия [29, 30]. 

Связывание окситоцина с указанными фракциями молочной 
железы крыс [29] и миометрия свиньи [30] в присутствии 1 мМ ГТФ, 
УТФ и ЦТФ снижается приблизительно на 30%. АТФ в той же 


2. 


#28. 


а концентрации уменьшает связывание почти на 70%, но пока ме- 
2% ханизм ингибирующего действия АТФ не известен. 

Одо, \У1. ДЕЙСТВИЕ ИОНОВ МЕТАЛЛОВ 

ОКси- Ионы М5*+, и еще в большей степени ионы Мп?+, значительно 


в. усиливают действие на матку окситоцина и его аналогов [53—57]. 
ие | Ионы Мо?+, кроме того, увеличивают способность окситоцина сти- 
мулировать сокращение кусочков ткани молочной железы ш уйго 
[57]. Бентли [56] и Сомлио и др. [57] предположили, что Ме?+ инду- 
цирует конформационные изменения в мембранах клеток-мишеней, 
вызывая повышение сродства к окситоцину. Эту гипотезу подтвер- 
ждают и наши данные [29, 30], свидетельствующие о том, что в 
присутствии ионов связывание ЗН-окситоцина с фракциями частиц, 
выделенными из миометрия матки свиньи и молочной жел 
крысы, усиливается, а сила воздействия ионов подчиня 
ющему соотношению: Мп?+=Со?+>Мэ2+>> 7п2+. Ко: 
М2?+, приводящие к максимальному и полумаксимальном 
чению связывания гормона в миометрии и молочной железе, 
тавляют соответственно 5 и 0,4 мМ. ЗН-окситоцин не связыва 
препаратами молочной железы и матки в инкубацион: 
_ в отсутствие двухвалентных катионов и в присутствии 1: 
ние ЭДТА к фракциям частиц моло“ жел 
кубированных с ЗН-окситоц: 
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УП. ДЕЙСТВИЕ ЭСТРОГЕНОВ НА РЕЦЕПТОРЫ ОКСИТОЦИНА В МАТКЕ 


‚Эстрогены вызывают увеличение самопроизвольных сокраще- 
ний матки и утеротонической активности окситоцина (см. обзор 


| 

1 

: Таблица 4 | 
Влияние однократного введения ДЭС на кажущуюся константу 1 
Ка и число окситоцинсвязывающих мест ; 
в матке овариэктомированных крыс [35] ® Г 
с 


В С Е 5 шо, 
я 5 35 5 ‚ зной 
Е Вае НЕ и ЗН | ЗЕ снак 
9 | а | 212 | 2 | ва 
ЕР 25 | ЕЯ | о2; | ЕЕ | 2385088 
В | Еве |2 | Бе | 
28 28$ | 288 | ЯЕЕ | #88 22491819 
3 4 5 6 7 
1 зо 1 4,9 1 1 
1,9 2.5 0,76 5,0 1 1,9 
31 3,6 1,1 6,8 1,4 4,3 
4,2 3,9: И 10,5 т 8,8 


жущаяся константа Ка и число связывающих мест находили по графикам Скэт- 


_ как на стадии проэс: 
д так и эструса 
]. В метэструсе 


сть оксито! 
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уп. ДЕЙСТВИЕ ЭСТРОГЕНОВ НА РЕЦЕПТОРЫ ОКСИТОЦИНА В МАТКЕ 


‚Эстрогены вызывают увеличение самопроизвольных сокраще- 
ний матки и утеротонической активности окситоцина (см. обзор 


. Таблица 4 
Влияние однократного введения ДЭС на кажущуюся константу 
Ка и число окситоцинсвязывающих мест 
в матке овариэктомированных крыс [35] 0 
| а < 7 < Е © ‚9 
ыы ея оз 5 ‚ ча яо 
:. 3 в. В я Е: ЕЕ 
` 2 ао м дя ИЕ | 3.3 98^к 
= о ом [< НЯ ош ох 53 ооо 
= Е не аа Я кз ве= ЗЕЕ 
| 58 58 аа Е: 22а | ЗЕ бо 
= 85 ся Нан ра ная НЕЕ : 
о 1 11 | 2 | 2 Ва 
о - Е >Н$о В - яна я8= |ЕРНЕЯ че 
— м а ар 
Е 4 5 6 ый 
4,9 1 


ственн‹ 
ловлен 
береме 
по себ 
НОСТЬ | 


= м 
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сродства матки к окситоцину через 24 ч более чем в 4 раза (табл. 4). 
За этот же промежуток времени число связывающих мест на 
матку возрастает в 2 раза по сравнению с контрольным уровнем 
(табл. 4). Можно полагать, что овариэктомия влияет на конфор- 
мацию существующих мест связывания до того, как под действием 
ДЭС появятся новые связывающие места, поскольку сродство к 
гормону через 6 ч после введения ДЭС увеличивается, а число 
связывающих мест при этом не меняется (рис. 5). 

Матка женщины реагирует на окситоцин в течение всей бере- 
менности. Чувствительность матки к этому гормону повышается 
по мере развития беременности и достигает максимума непосред- 
ственно перед [63] или во время родов [64]. Возможно, это обус- 
ловлено увеличением концентрации эстрогенов в крови во время 
беременности [65], и сигналом для начала родов является не само 
по себе увеличение концентрации окситоцина в крови, а способ- 
ность матки реагировать на это увеличение. 


УШ. СВЯЗЫВАНИЕ ОКСИТОЦИНА В ЭНДОМЕТРИИ 


Увеличение связывания окситоцина в матке после обработки 
животных ДЭС побудило нас изучить изменения окситоцинсвязы- 
вающей активности, происходящие во время эстрального цикла, 


предполагают, что эндогенные эстрогены играют какую-то р 

связывании окситоцина миометрием. 
ЗН-окситоцин связывался также фракцией. 

овец в стадии, непосредственно предш 

рий и миометрий обладают одинаковым 

(рис. 6). У овец на четвертый и пятый 


‘окситоцина эндометрием и № м 


варительные 
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ние функции желтого тела у телок под влиянием окситоцин 
[71, 72]. Однако вопрос о том, является ли окситоцин физиолог 
ческим регулятором активности желтого тела, остается нере. 
шенным. . . 


а 


связывание с низким сродетвом | 


Связывание с высоким сродством 
8 эндометрии 


___ Связывание с высоким сродством 
се р 


< 
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ы, НИ 
т, препарат [30]. Природа метаболита, действующего на связывание, 
р%, еще не изучена, найдено лишь, что при тонкослойной хромато- 


графии он имеет такое же значение Кь, как окситоцин [30]. 

Данные о том, что в препаратах частиц окситоцин почти не 
подвергается метаболизму, подтверждают наблюдения о локали- 
зации активности окситоциназы молочной железы [74, 75] и матки 
[51] главным образом во фракциях цитозоля. 


Х. ДРУГИЕ ТКАНИ-МИШЕНИ ОКСИТОЦИНА 


А. Амфибии 


Гормоны нейрогипофиза стимулируют увеличение гидроосмо- 
тической проницаемости плазматических мембран и активный 
транспорт натрия клетками кожи и мочевого пузыря амфибий 
(см. обзор [76]). Эти эффекты, по-видимому, опосредованы гормон- 
специфической аденилатциклазой [77—79]. Бокаэрт и др. [25, 26] 
пришли к выводу о том, что окситоцинсвязывающие места в клет- 
ках эпителия кожи лягушки являются рецепторами этого гормон: 
поскольку связывание гормона предшествует биологическому 
вету — переносу натрия; кажущаяся Ка для гормон-ре 
комплекса сравнима с концентрацией гормона, которая. 
ма для получения полумаксимального ответа, оп 
переносу натрия; лигандная специфичность некото 
окситоцина соответствует величине их биологического 01 
исследователи показали также, что кажущаяся Ка для 
_ окситоцина препаратами частиц клеток эпителия мо 
_ ря лягушки, равная 2,5.10-7 М, приблиз: но сс 

трации окситоцина, пр (Я 1 


активности аде 
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В. Самцы 


В задней доле гипофиза самцов содержится почти столько же 
окситоцина, сколько и у самок, однако физиологическая роль это. 
го гормона у самцов не вполне понятна [83]. Активность окситоци. 
на обнаруживается в крови при стимуляции половых органов 
самцов некоторых видов животных [83—85], а также во время и 
после эякуляции у самцов морской свинки [86] и быков [83] соот- 
ветственно. Возможно, окситоцин играет определенную роль в 
транспорте спермы, поскольку этот гормон приводит к увеличению 
сокращаемости семяпровода [87] и эпидидимиса [87—89]. Нам не 
‘удалось обнаружить связывания окситоцина препаратами частиц 
клеток семяпровода, эпидидимиса, вентральной предстательной ‘ 
железы, семенных пузырьков и семенников крыс [27]. 


Х!. МЕХАНИЗМЫ ДЕЙСТВИЯ ОКСИТОЦИНА 


ть Циклический АМФ 


Св Хотя действие гормонов нейрогипофиза на кожу и мочевой 
пузырь амфибий и почки млекопитающих опосредовано цАМФ 
34, 71—79, 83, 90—93], в матке окситоцин не оказывает никакого 
влияния на цАМФ [94, 95]. Тем не менее цАМФ, по-видимому, 
едует расслабление матки, вызываемое В-адренергическими 
тами [94—102]. Сокращения матки, индуцируемые оксито- 
| ются адреналином, цАМФ и дибутирил-цАМФ 
ирил-цикл кими производными ГМФ, ИМФ, | 
и может выступать в т ие | 
страняет эффектов ц, . Например, 
а ыы цАМФ [94, 100] 
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сетью в клетках матки, как это предполагается в отношении глад- 
ких мышц кишечника [103]. Связывание Са?+ могут регулировать 
цАМФ-зависимые киназы, которые транслоцируются из цитозоля 
препаратов матки во фракции микросом в ответ на обработку 
изопротеренолом [104]. цАМФ может также уменьшать внутри- 
клеточную концентрацию кальция, стимулируя его освобождение 
из мышечных клеток матки [105]. 

Имеются данные, свидетельствующие о том, что сокращение 
гладких мышц сопровождается увеличением концентрации цГМФ 
[106—108]. Роль цГМФ пока не ясна, но, возможно, она связана 
с цГМФ-зависимыми протеинкиназами, катализирующими эндо- 
генное фосфорилирование двух белков микросомной фракции, по- 
лученной из клеток матки морских свинок [109]. 


Б. Кальций 


Внутриклеточный Са?+, по-видимому, регулирует механическую 
активность гладких мышц матки и миоэпителиальных клеток. При 
отсутствии кальция в инкубационной среде изолированные матка 
и кусочки ткани молочной железы не дают ответа на окситоцин 
41—44, 46]. Такие соединения с окситоциноподобной активностью, 
как ацетилхолин, вероятно, повышают содержание Са?+ в мио- 
плазме изолированной матки при деполяризации, увеличивая 
проникновение кальция в клетку из окружающей среды [119]. Рас- 
слабление миометрия может быть связано с процессом вопо- | 
‘ложного характера, поскольку при расслаблении, вызванном изо- 
протеренолом, дибутирил-цАМФ или папаверином (ингибитором. 
фосфодиэстеразы, гидролизующей циклические  нуЕ: я 
концентрация внутриклеточного Са?+ уменьшается [105 

й (см. обзор [111] ют 
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бации в среде, лишенной Са?+, сокращается в ответ на ацетилхо- 
лин, хотя амплитуда этих сокращений в отсутствие Са?+ значитель- 
но снижена. Карстен [121] обнаружил, что связывание Са*+ с фраг. 
ментированной саркоплазматической сетью [122, 123] матки коров 
является АТФ-зависимым процессом. Связывание Са?+ подавляет- 
ся окситоцином и вызывающими сокращение матки простаглан- 
динами, но не инактивированным ПГЕ\в. Подобное подавление 


зависит от дозы добавляемого агента; полумаксимальное подав- 
ление связывания Са?+ препаратами матки коровы в последнейтре- 
ти беременности наблюдается при концентрации около 500 нЕд 
окситоцина в | мл, что приблизительно соответствует 1.10-2 М 
тормона. Полумаксимальное подавление в препаратах матки не- 
беременных коров имеет место при концентрации окситоцина 
приблизительно 1-10-° М. Более высокое сродство к окситоцину, 
обнаруживаемое в препаратах матки беременных коров, соответ- 
ствует более высокой чувствительности матки к окситоцину во 
время беременности [63, 64]. 

Результаты, полученные Карстеном, позволяют предположить, 
что окситоцин, ПГЕ> и ПГЕ», вызывают сокращение матки, сти- 
лируя освобождение кальция из саркоплазматической сети. 
исследованиях, подобных проведенным Карстеном, было уста- 
но, что ангиотензин П усиливает освобождение кальция из 
осомных мембран, выделенных из аорты кролика [124]. Пока- 
го брадикинин также стимулирует освобождение кальция из 
фракции, выделенной из коронарной артерии свиньи 
нение концентрации Са?+ в миоплазме, вызываемое 

приводить к активации сокращения за счет иН- 
онина. Точный механизм, с помощью которого 
обной активностью, воздействуя на по- 
Са?+ из внутриклеточных депо, по- 


3-м 
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ы ио 
СВОЙСТВА РЕЦЕПТОРОВ [4, 

ФОЛЛИКУЛОСТИМУЛИРУЮЩЕГО ГОРМОНА В ТКАНИ ме 

ГОНАД КРЫС ы 
В 

[8 
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ПерагётепЁ о! В1оснепиз гу д 

ОГ\1510п 0{ Ваз1с Неа Зс1епсез н‹ 


Етогу УшуегзЙу 
АНаща, Сеого1а 


1. ВВЕДЕНИЕ 


Наши представления о значении фолликулостимулирующего 
‚ (ФСГ) для тии физиологических функций у ЕЛ 


‘что у самцов крыс ФСГ стимулирует секрецию андроген- 
ающего белка [1, 2]. Накопление подробных сведений об 
тах ФСГ на семенники неполовозрелых и половозрелых крыс, 
рые во времени следуют за связыванием гормона, способство- 
озникновению самых разнообразных направлений в эспери- 
й эндокринологии ФСГ [1, 2, 48]. Что касается действия 
, т отметить данные, свидетельствую- 
уо этот гормон может инду- 
Е клетках яичников ре- 


оратории, ‘позволяют предпо- 
эффекта ФСГ на рецепторы ЛГ 
йшим пусковым этапом в ме 
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иода в состав белков широко используется метод Гринвуда и др. 
[4, 5] с применением хлорамина Т. Ранее мы показали, что этот 
метод вполне применим для иодирования ЛГ человека при иссле- 
довании тканевых рецепторов этого гормона [6, 7] и при изучении 
взаимосвязи между его структурой и функциональной активностью 
[8]. При этом, однако, условия иодирования ЛГ отличались от тех 
условий, которые применялись для получения меченого гормона, 
использовавшегося в качестве лиганда в радиоиммунологическом 
методе определения ЛГ [9]. Опыт других исследователей также 
свидетельствует о том, что условия иодирования белка, пригодные 
для получения меченого лиганда, используемого при радиоимму- 
нологических определениях, могут оказаться непригодными для 
получения того же самого меченого лиганда, предназначающегося 
для изучения тканевых рецепторов. В последнем случае для того, 
чтобы сохранить те особенности конформации белка, которые су- 
щшественны для его специфического взаимодействия с имеющими 
биологическое значение рецепторными участками, требуются го- 
раздо более мягкие условия иодирования. 

Применение метода иодирования ФСГ с использованием хлора- 
мина Т [4] может приводить к потере биологической активности 
этого гормона [10]. Миячи и др. [11, 12] для радиоиодирования ФСР 
применили лактопероксидазный метод, обеспечивший сохранение 
биологической активности гормона. Вайтукайтису и др. [13] уда-. 
лось получить тритированное производное. ФСГ человека, ра- 
нившее биологическую активность. Однако удельная радиоактив- 
ность полученного лиганда была слишком низка, и соответственно 
система, с которой работали эти исследователи, оказалась отно- 

азработан инт 
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= 
обходимым условием является наличие перекиси водорода — аген 
та, способного в принципе вызывать не меньшие нарушения в Кон 
‘формации белка, чем хлорамин Т. Недавно мы описали ак 


ы : мето 
иодирования ФСГ человека, позволяющий сохранять биологичее, ль 


кую активность гормона и его специфический захват рецепторами $ 
семенных канальцев крыс. Это было достигнуто благодаря примене. НУ 


‚нию хлорамина Т при тщательно контролируемых условиях [17, 18] 4 
Таблица | с 
Условия нодирования ФСГ человека с помощью хлорамина Т сс 
О оО 4( 
> Молярное у Ф 
отношение я та Удельная 
Метод би | ®СГ чеж- | ии с аа ВИ де 1 
а. м 
О м! 
`Батт [10] 1,5.10— | 1:2372 — 60` |= 2417.5 ыы 1:5. 
ы 'Миячи и др.| 6,0.10—5 1:1482 | Комнат- | 60 1 7,83 2 не 
| __ [12] ная 
°— См. настоящее | 1,5-10—3 | 1:15,8 Ч 30 1 7,5 9,5 ф 
° _ сообщение 
07, 18] 


т Мол. вес ФСГ человека принимали равным 33 000. 
= ы а реакции до добавления метабисульфита. 
< 8 Иодирование проводили в присутствии 0,15 М МаС!. 


ее важные детали разработанной нами процедуры значи- 
личаются от условий, которые были использованы дру- 
ми (табл. 1) и которые явились причиной отрицатель- 


модификации являются чрезвычайно высокое мо- 
траций гормона и хлорамина Т (1: 15}, 
время реакции с хлорамином Т до ве 
с) и низкая температура (4°С)] 
го продукта составляет около 
дное было ил 
_с помощью ткане“ 
с успехом 


ни — чь р . ООО ООО > 


] 
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аля м, 
би м Необходимо помнить, что ссылки на сохранение биологической 
еще от активности меченых производных ФСГ человека, как, впрочем, и 
я ра любого другого биологически активного белка, следует оценивать | 
вы При, м по количеству метки, включенной в получаемый лиганд. Выявле- 
ях [7 ние повреждений в слабо меченных препаратах гормона с помощью 
т. биологических методов, требующих проведения экспериментов 
щи 11 у1уо, может оказаться чрезвычайно сложной задачей. Для белка 
1 с мол. весом около 30000 большая часть молекул лиганда будет 
_ содержать метку при удельной радиоактивности около | 
„. км 40 мкКи/мкг. Очевидно, что в использованных нами препаратах 
т ФСГ человека, обладавших удельной радиоактивностью 
Кади 10 мкКи/мкг, метку содержали не все молекулы гормона. Поэтому, 
и , учитывая низкую точность результатов, присущую биологическим 
ов методам тестирования на целом организме, вполне допустимо, что 
‚88 к. все меченые молекулы гормона повреждены, но эти повреждения 


не выявляются при биологическом тестировании. В подобных усло- 
виях чрезвычайно важное значение приобретают понятия специ- 
фического и неспецифического захвата. Если мы обозначим сум- 
марное количество импульсов, связанных препаратом рецепторов, 
как Вь а общее количество импульсов, связанных рецепторным 
препаратом в присутствии избытка немеченого гормона, как В», 
то Вг—В» будет представлять собой специфический захват гормо- 
на, а В, — неспецифический. Доля специфического захвата опре 
деляется из уравнения (В,—В»)/В:-100. Величина В» (нес -цифи- | 
ческого захвата) служит показателем повреждения гормона, и 2 
если в данных условиях определения тканевых рецепторов она — 
оказывается недопустимо высокой, то пригодность полученного = 
меченого лиганда ставится под вопрос. При слабом включен: 
метки в лиганд, как в случае ФСГ человека, неспецифи 
_ хват может быть высоким, а заметной по 
1 - нда ш у\!уо не происходит _ это 


т ы ">. а а 
хо 
- — 


> 
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| В 
менники крыс, как оказалось, также зависит от возраста: эти ткам 
фекты, как правило, наиболее выражены у неполовозрелых живо кле ел! 
ных и снижаются после 21-го дня жизни [23]. Тем не менее сей и 
фические для ФСГ рецепторы в семенных канальцах были обна и. РЯ 
жены в нашей [17, 19] и других лабораториях [24, 49, 50] как у | (та 8. 
половозрелых, так и у половозрелых крыс. В исследованиях по о С из 
ределению тканевых рецепторов, их солюбилизации и получению г об] 
мембранных фракций для более точного изучения гормон-рецеп о кр! 
торного взаимодействия мы выбрали семенники половозрелых (ве. ы 
ы сом 250—300 г) крыс из-за их большей массы. Следует, однако Захват ! 
р помнить, что, поскольку ответ семенников на ФСГ зависит от воз. рецептор 
. раста, то между самими рецепторами семенников половозрелых п в 
у неполовозрелых крыс или же между природой взаимодействий гор. 
монов с рецепторами семенников животных разных возрастных 
групп, имеются, по-видимому, существенные различия. { 
® Есть несколько способов получения препаратов из семенни- 
° ков крыс, способных, как было показано, служить источником 
рецепторов ФСГ. Сюда относится приготовление гомогенатов це- НИЕ 
| еменников, гомогенатов фракций, обогащенных с помощью А. Кана: 
трации и промывки семенными канальцами [17], а также помош 


мембранных фракций из тонкоизмельченных семенных каналь- 
], выделяемых центрифугированием в градиенте плотно- 
‘сахарозы. Большинство препаратов семенных канальцев свя- 
ети ЛГ, и ФСГ, что может указывать на присутствие рецеп- 
‘для обоих этих гормонов. Данная концепция не является 
й [26], но она не противоречит многим из опублико- 
пюдений. Например, Манцини и др. [27] сообщили, 
’`мули! ся в клетках Лейдига, а ФСГ— в клетках 
8] наблюдали стимуляцию аденилатцик- 
семенных канальцах под. действием ЛГ. 
наружили, что превращать прогесте- 
ь ные канальцы, и клетки 
от процесс протекает более 


ФСГ одновре" 
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клетками Лейдига. Тем не менее в наших экспериментах даже 
тщательно промытые тонкоизмельченные семенные канальцы 
крыс сохраняли способность специфически связывать ЛР 
(табл. 2). Это указывает на то, что одной лишь многократной 
промывки, по всей видимости, недостаточно для полного удале- 
ния из препарата клеток Лейдига. Недавно мы разработали спо- 
соб обработки промытых` тонкоизмельченных семенных каналь- 
нев крыс с помощью гипотонического раствора (суспензия ка- 


Таблица 2 
Захват 1251-ФСГ человека и 125]-ЛГ человека. препаратами 
рецепторов из семенных канальцев крыс 
125]-ФСГ человека 15]- ЛГ человека 
=. Ф-5 =, Ф> 
а в в 83 8”.  |Фенилэстераза, 
о Фо в В: мкмоль за 
Тип гомогената ыы: Е Е -. ВЕ 1 мин на 1 мг 
ЗЕЗЬ ЕЕ ЗЕЗЬ ЕЕ: белка 
= = 
28| В | 11881 
5528 98 Во2я 55 


А. Канальцы, полученные с| 1,43 77 3,6 78 0,89 
помощью тонкого измель- 
чения и фильтрации через 
марлю : : ва 
Б. Канальцы, полученные | 1,66 80 0,58 38 
способом А, интенсивно 
промытые солевым рас- 
твором и буфером 
‘аналь полученные | 2,01 78 0,19 
после обра- - 
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Б. Рецепторы ФСГ в ткани яичников 


О свойствах рецепторов. ФСГ в ткани яичников известно от 
носительно немного. Было показано, что ФСГ необходим д 
формирования полости фолликула, а в комплексе с ЛЕ 
образования у гипофизэктомированных крыс желтого тела [49 
43]. Использование метода радиоавтографии ш УЙго позволило 
установить, что гранулезные клетки некоторых крупных фолли, 
кулов крыс способны связывать и ']-хорионический гонадотро- 
пин (ХГ) человека, и !?51-ФСГ человека, тогда как клетки других 
фолликулов могут связывать только !?]-ФСГ человека [31]. Экс. 
перименты с введением неполовозрелым крысам высокоочищен- 
ных препаратов крысиного ФСГ, слабо загрязненных ЛГ, дали 
результаты, подтверждающие предположение о том, что ФСГ 
может действовать на гранулезные клетки, индуцируя или акти- 
вируя в них рецепторы ЛГ или ХГ [3]. Было показано, что введе- 
ние гипофизэктомированным крысам ФСГ приводит к увеличе- 
нию общего захвата яичниками ЗН-ХГ человека [32]. Механизм 
стимулирующего действия ФСГ на предполагаемые рецепторы 
„ЛГ гранулезных клеток неизвестен. Не известно также, является 
ли это увеличение количества рецепторов ЛГ результатом их 
демаскировки, активации или индукции. При добавлении ш уйго 
‘немеченого ФСГ человека к гранулезным клеткам, выделенным 

_ из получавших растворитель контрольных крыс, увеличения свя- 
зывания 12]-ХГ человека не происходило [3]. Поэтому стимули- 
] действие ФСГ ш \!\0 на связывание ХГ человека, оче- 
словлено кооперативным эффектом связывания на 
ров. К моменту написания этой главы никаких 
лей взаимодействия ФСГ с гранулезны- 
‘литературе не сообщалось. = 
исследованиях было обнаружено, что с ростом фол- 


в яичниках свиньи связывающая способность гранулез- 


в отношении ФСГ снижается [33]. Таким обра- 


‘отношении ХГ человека возрастает, а связываю“ 


что созревание гранулезных. клеток 


_ зволяют легко отделить семен 
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ТУ. РЕЦЕПТОРЫ ФСГ В СЕМЕННЫХ КАНАЛЬЦАХ КРЫС 


А. Получение очищенных мембранных фракций 
; ций из сем 
канальцев крыс енных 


Как подчеркнул Куатреказас [34], перед тем как начинать 
длительную и трудоемкую процедуру очистки мембран, часто 
бывает целесообразным провести предварительное изучение свя- 
зывания на относительно неочищенных препаратах рецепторов. 
Значительная доля наших сведений об основных характеристи- 
ках взаимодействия ФСГ с рецепторами семенных канальцев се- 
менников как раз и была первоначально получена с использова- 
нием гомогенатов целых семенников или гомогенатов очищенных 
семенных канальцев крыс. Из относительно очищенных гомоге- 
натов семенных канальцев были получены препараты рецепто- 
ров, использованные для разработки метода определения ФСГ с 
помощью тканевых рецепторов [19], который в свою очередь был 
применен для изучения связи между структурой ФСГ и его функ- 
цией [20, 21]. Наши работы, выполненные на гомогенатах целых 
семенников и на гомогенатах фракций семенных канальцев, ос- 
вобожденных от клеток Лейдига с помощью обработки гипото- = 
ническим раствором (см. выше), позволяют думать, что для _ 
фундаментальных исследований могут быть использованы препа- = 
раты рецептора того и другого типа. Однако на определе ННО» : 
этапе развития исследований, касающихся гормон-рецепторного_ 
взаимодействия, неизбежно должны быть предприняты попыт 
выделить чистые фракции мембран. В этом плане семенные _ 
нальцы крыс обладают определенными преимуществами и не 
статками. С одной стороны, с этой тканью чре и 
работать, поскольку ее анатомические и 


с другой сторон ат 
с др. а 
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же именно компонент канальцев специфически связывает 1% 

ФСГ. Нас в первую очередь интересовали параметры в аимоде 

ствия ФСГ с рецепторами мембран (клеток Сертоли),  ПОСКОЛЬК | 

нам представлялось, что наличие в препарате, по всей вероятно 

сти, инертных фракций мембран не должно существенно повли. 

ять на интерпретацию экспериментальных данных. 

Плазматические мембраны мы получаем из семенных  каналь. 

’ цев половозрелых крыс, предварительно очищенных от клеток 
Лейдига с помощью тонкого измельчения, промывки и обработ. 
ки гипотоническим буферным раствором (разд. ПТ). Для фрак. 
ционирования субклеточных частиц мы используем модификацию 
метода Невилла [44]. Все операции проводятся при 4°С. После 
центрифугирования со скоростью 1500 © к содержащему рецепто- 
ры осадку семенных канальцев добавляется 5—7 объемов (по от- 
ношению к весу осадка) буфера 0,25 М сахароза —0,03 М трис- 
НС! —0,5 мм СаСЁь, рН 7,5. После этого ткань гомогенизируют 
в 510 приемов в гомогенизаторе Поттера со слабо притертым 
тефлоновым пестиком. Гомогенат центрифугируют в ступенчатом 
 градиенте плотности сахарозы на роторе $\\-27 в препаративной 
 ультрацентрифуге Весктап 15-50. Градиенты готовятся в поли: 
карбонатных пробирках емкостью 40 мл путем последовательно- 
го наслаивания 7 мл 50%-ной сахарозы (4=1,23), 7 мл 40%-ной 
сахарозы (4=1,18), 7 мл 37%-ной сахарозы (4=1,16) и 7 мл 
30%-ной сахарозы (4=1,13). На поверхность градиента наслаи- 
` 10 мл гомогената семенных канальцев, после чего прово- 
‘центрифугирование в течение 2 ч при 27 000 об/мин и темпе- 
ре 5° С. Все растворы сахарозы готовятся на буфере 0,03 М 
д аС1ь, рН 7,5. Концентрация сахарозы во всех 
‘весовых процентах; при необходимости 
чужной концентрации с помощью рефрак- 
зование гомогената семенных канальцев позво 
4 белковые фракции и осадок. Первая фракция в 
рки с сахарозным градиентом, обозна 


‘фракциями плазматических 


НИЦ. 


тлавным образом эндоплазматическую 


ОВ р 
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Таблица 8 


Характеристики мембранных фракций, получаемых из семенных канальцев крыс 


с помощью центрифугирования в градиенте плотности сахарозы ! 
ЕЕ =. 


Специфический захват 
115 1-ФСГ человека, 


(моль/мг белка).10—18 


5’-нуклеотидаза, 
мкмоль/мг за 10 мин 


Неочищенный гомогенат семенных 
канальцев 

Микросомы Е1 

Плазматические мембраны Е2 3 

Плазматические мембраны РЗ 3 

Митохондрии Е4 

Ядерный осадок Е5 


' Подробности техники выделения изложены в тексте. 


УСТОИ 


и Корнфелдом и Симерсом [46], работавшими с мембранами ти- 
моцитов. 
Представленные в табл. 3 результаты показывают, что фрак- 
ции Е2 и Е3 характеризуются наиболее высоким специфическим 
захватом !25]-ФСГ человека, который в пересчете на 1 мг тка 
вого белка приблизительно в семь раз превышает захва 
на неочищенным гомогенатом, содержащим рецепторы. . 
ческий анализ свидетельствует о том, что фракции Е? и Е. 
состоят, по всей видимости, из высокоочищенных мембран. Эти 
фракции содержали основную долю выявляемой 5’-нуклеотидаз- 
ной и АТФазной активности, но были лишены активности таки: 
важных маркеров внутриклеточных структур, как глю 
‚атаза (микросомы), сукцинатдегидрогеназа (; 


атывали 


г кислая фосфатаза. Е 
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Таблица 4 


Влияние ферментативной и химической модификации рецепторов 
семенников крыс на специфический захват '!251-ФСГ человека 


ААА 


Воздействие! 


Влияние на специфический захват 


ООО ООО 


1. Протеолитические ферменты (трипсин, хи- 
мотрипсин, проназа, коллагеназа) 
2. РНКаза и(или) ДНКаза 
3. Нейраминидаза 
_4. Фоефолипаза А или С 
5. Добавление к препарату рецепторов, инку- 
_ бированному с фосфолипазой А или С, об- 
работанных ультразвуком суммарных липи- 
дов семенников 
6. Алкилирование (М№-этилмалеимид, иодацет- 
_ амид). 
7. Окисление (дитиобис-2-динитробензоат) 
8. Восстановление (дитиотрейтол) 
20: кие (60°С) в течение 10 мин [17] 


10. ЭДТА 
Е 40 37 
ых тоя 10 м 


ры 


ги в опытном и контрольном препаратах. 


воздействий на специфическое связывание !251-ФСГ человека 


Уменьшение 


Отсутствие влияния 

^— 2-кратное увеличение 
Уменьшение (зависит от Са?+) 
Восстановление — на 50% 


Отсутствие влияния 


То же 
Полное подавление 
Уменьшение 

» 
Полное подавление 
Уменьшение 


_? Гомогенат и(или) мембранную фракцию обрабатывали соответствующим агентом, по- 
‘агент удаляли отмывкой и измеряли специфический захват меченого гормона ре- 


Таблица 5 
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о 
Таблица 6 
Свойства рецепторов ФСГ очищенных мембран семенных канальцев 
ес. 
К. Залы Характеристика Примечания 
А А——д——_о_о—дд_дод И 
Ка по данным скэтчардовского ана- | 5,5.10-Й М (высокое сродство); 3,85. 
я ‘лиза [52] Ж10-° М (низкое сродство) о 
тенис Количество связывающих участков | 9.10- молей на | мг белка (высокая 
ит от [52] емкость); 8,5.10-№ молей на 1 мг’ 
на Сан белка (низкая емкость) 
о Зависимость захвата от рН Максимум захвата при рН 7,5 
Кинетика захвата Максимум захвата через 3 ч инкубации 
с гомогенатом; максимум захвата че- 
- рез |1 ч инкубации с мембранами се- 
менных канальцев 


Удаление сиаловой кислоты из ФСГ Увеличение захвата 
Алкилирование ФСГ М-этилмалеими- | Не влияет на захват 

дом или нодацетамидом 
Восстановление ФСГ дитиотрейтолом | Захват полностью подавляется 


Ш и [\,А. В описываемых ниже опытах перед добавлением 

15]-ФСГ человека рецепторные фракции соответствующим обра- 

‚ агентом, 1. зом отмывались от избытка химического реагента или фермента. 

Для удобства полученные результаты  суммированы Е: 

табл. 4, би б. = 2%: - 
Алкилирование $Н-групп гомогената семенных канальцев и 

мембранных фракций с помощью М№М-этилмалеимида (№-ЭМ) ‘или 

иодацетамида (ИАА), а также окисление дитиобис-2-4-нитробен-_ 

зоатом не влияло на специфический захват '?51-ФСГ 
я тот захват значительно (на 80%) оао 


ных препаратов дитиотрейтолом. 

человека с помошью М№-ЭМ или. 
а_ рецепторами. 

ДТТ приводило 
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Данный результат можно объяснить также наличием в суспе 
зии, содержащей рецепторы, неизвестного фактора, наприме' корректе 
растворимой протеазы. >». ать КОН 

Гормон, высвободившийся из комплексов с рецепторами по ходят В 
ле инкубации при рН 2,6, совсем не связывается новой порцией Я высок< 
рецепторов. Это наблюдение соответствует ранее полученных начения 


данным о том, что при такой величине рН молекулы ФСГ быет. модейстЕ 
ро диссоциируют на субъединицы [21] и что сами по себе субъ. скольки? 
единицы ФСГ не обладают выраженной способностью взаимо. Вполне | 
действовать с рецепторами [19, 20]. !25]-ФСГ человека, специфи- белковог 
чески связанный с рецепторами семенных канальцев, выделялся венно 0 
| 13 комплексов после восстановления с помощью ДТТ. Выделен. самым * 
ный гормон не обладал способностью вновь специфически связы- менее в 
ваться свежей порцией рецепторов, что свидетельствует о значи- принима 
тельных конформационных перестройках в молекуле ФСГ, воз- торами, 
никающих, как можно думать, за счет разрыва дисульфидных полагаей 
мостиков. Инкубация рецепторов семенных канальцев с различ- в 


° ными протеолитическими ферментами, такими, как тринсин, хи- 

_’мотрипсин, проназа или коллагеназы, приводило к подавлению ЛГ и Х1 
специфического связывания 125]-ФСГ при последующем добавле- рецептор 
гормона. Обработка РНКазой или ДНКазой не влияла на солюбих 
специфический захват !251-ФСГ человека, в то время как инкуба- т А 
ция с нейраминидазой приводила приблизительно к двукратному луброла 
личению специфического захвата гормона. Сходные во мно- 
тношениях результаты были получены в исследованиях по 
захвата ХГ человека и ЛГ в гомогенатах семенников 


_ рецепторов семенных канальцев с 
‚ перед определением связывания ФСГ че- 
а к значительному подавлению специфического 
Этот эффект, по-видимому, зависит от присут- 
опровождается гидролизом фосфолипидов. Инте 
ическое связывание ФСГ человека лишенным 
ров частично восстанавливается (до 

[у Е мицеллярных 


результаты т - ге 
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Ус 
в р 
‘прице понятие «солюбилизированные рецепторы» является не совсем 
р корректным, поскольку рецепторы, очевидно, могут иницииро 
ми а вать конечные гормональные эффекты лишь В том случае не 
ор К. входят в состав мембран, где они находятся, по всей 


ВИ 
ных в высокоструктурированном окружении [34], Поэтому димости, 


Г бые начения солюбилизированных мембранных Компонент ее 
у суб” модействие которых с ФСГ может быть показано с помощью не- 
зан ^ скольких критериев, мы будем ‚ использовать термин фактор. 
ци Вполне возможно, что взаимодействие ФСГ или любого другого 
ед и. белкового гормона с солюбилизированным рецептором сущест- 
да Лея венно отличается от специфическога взаимодействия с тем же 
лен самым компонентом, находящимся в составе мембраны. Тем не 
СВЯзЫы. менее выявление и характеристика любого фактора, который 
значи. принимает участие в специфическом связывании гормона рецеп- 
Г В03- торами, ассоциированными с мембранами, с точки зрения пред- 
ИДНЫХ полагаемого механизма действия гормонов представляет боль- 
›азлич- шой интерес. 
ЯН, ХИ. Много усилий было затрачено на солюбилизацию рецепторов 
лению ЛГ и ХГ человека из семенников и яичников [26]. Как и в случае 


бавле- рецепторов многих белковых или пептидных гормонов, добиться 

солюбилизации рецепторов гонадотропинов чаще всего удава- 
лось с помощью неионных детергентов типа тритона Х-100 или 
луброла РХ. Эти детергенты, как было доказано, эффективно 
солюбилизируют белки, ассоциированные с мембранами. 
® В табл. 7 сведены результаты экспериментов по изучению влия- 
ния различных солюбилизирующих агентов на специфическое 
связывание 1!25]-ФСГ человека рецепторами семенников крыс. 


к | Таблица 7 | 
пияние обработки гомогенатов интактных. а 


т агентами на связывание 1751 
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Учитывая теоретические предпосылки [36], мы попытались найт я 

способы солюбилизировать рецепторы ФСГ (факторы), не р. двум ы 

бегая к помощи детергентов. Особое внимание было Уделени рЭ вю 

изучению возможности использовать для этой цели этанол, м о 

нашли, что обработка гомогенатов семенников 30%-ным (по ной р 

Е объему) этанолом в 0,01 М фосфатном буфере при 37° С вызыва. а 

ет значительное уменьшение специфического связывания 51 -Фст на В . 

человека [37]. Эта потеря связывающей активности зависит от бы 

температуры и достигает максимума при 37° С. Вообще говоря ызыва 


к аналогичному эффекту должно приводить и простое удаление Во-1 
из клеточных мембран липидов при экстракции этанолом, но пока 


мы не можем точно сказать, какова химическая природа «фак. ты 
_ тора». Обратная картина наблюдается в случае связывания пе- и ича. 
’ ченочными и жировыми клетками крыс инсулина: здесь экстрак- И 51 
я мембран органическими растворителями (этанолом или эфи- ма н 
ом) приводит к увеличению связывания гормона с обработан- йств) 
ными мембранами [38, 39]. До тех пор пока связывание гормона ал 
6 дет выявлено в растворимой надосадочной фракции, исчез- о би 
ние связывающей активности в препаратах осадков нельзя мическ: 


од ачно объяснить солюбилизацией существенного для свя: белки 
зывания фактора. Было сделано несколько попыток создать ме- ыы 

определения специфического фактора связывания ФСГ в Е р и 
ной фракции, содержащей этанол. В случае ХГ челове- 
эта цель была достигнута избирательной преципитацией 
ов гормона с растворимым рецептором с помощью по- 
коля [40]; в качестве белка-носителя использовали 
вободный гормон при этом остается в надосадочной 
занный осаждается центрифугированием, после 
яют радиоактивность. К сожалению, в приме 
а этот метод в наших опытах был менее 
` иодированных гликопротеидных гор: 


`2 


имеющей место в случае ХГ или ЛГ, 
творимость 1!25]-ФСГ человека в 10° 

47% по объему) увеличивалась _ 
. семенников ть р 5 
'олученного факта 3 


Пи с 
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Нах Наличие взаимодействия между РЭ Е 
не пр мя другими методами. Пе — у ай пар 
деи дву ри д ‚› при нанесении препарата 
ол Лено рЭФ на колонку с сефарозой 4 В или сефадексом @-25, пре Е 
м. Мы тельно о УФером < 1251-ФСГ человека до т 
зы 10 ыы ы Й олх во ности в элюате, наблюдалось увели- 
25 Ва. чение выхода р тивного гормона с коленки. Это указывает 
`ФСТ на взаимодействие РЭФХ с ФСГ. Сам этанол не оказывал подоб- 
сит от ного деиствия. Кроме того, если колонку уравновешивали 
говоря, 125]-бычьим сывороточным альбумином, то РЭФ семенников не 
таление вызывал концентрирования меченого альбумина [37]. 
НО пока Во-вторых, взаимодействие между ФСГ и РЭФ выявляли с 
\ «фак. помощью кругового дихроизма (КД): и отдельные детали, и об- 
ИЯ пе. щий вид спектров КД смесей ФСГ человека с РЭФ значительно 
Кстрак. отличались от спектров КД при раздельном анализе РЭФ и ФСГ 
ти эфи. [87]. Эксперименты с гель-фильтрацией неочищенных препаратов 
аботан- РЭФ на колонках с сефадексом @-100 показали, что ФСГ взаимо- 
ормона действует с компонентами, имеющими средние коэффициенты рас- 
ив пределения 0,19 (приблизительный мол. вес 67000) и 0,29 (при- 
НА: близительный мол. вес 22500). Пока еще не известно, какова хи- 

мическая природа этих активных компонентов; возможно, это 
А белки или комплексы белков с небелковыми составляющими, 
= например липидами. Представляет определенный интерес тот 


факт, что в условиях, при которых, как было ранее показано, 
происходит полное подавление захвата гормона, этанолом раз- 
рушалась лишь неболышая доля (около 30%) сформированных 
комплексов ФСГ с рецепторами семенников. Это позволяет пред- 
° положить, что РЭФ может являться посредником. взаимодейст- 
ормона с рецептором, но не требуется для сохранения уже 
мированного комплекса. в: 

целью 1 


= 
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ЛГ) на специфических рецепторах или вблизи от них до тех по в. _ 
| пока под действием рецептора не начнется проявление РЖ дей 
нального эффекта. Такое предположение не противоречит «ван. 2 1974) 
| $ .. . 7. 
Е товой» теории классической фармакологии, распространенной 21. и: 
| Родбардом [41] на взаимодействие белковых гормонов с рецелто 22. я | 
рами. Совершенно очевидно, что для выяснения истинной приро. з. Мейл: 
ды компонента, который мы здесь обозначили как фактор семе = Мейл. 
ников крыс, связывающий ФСГ, необходимы дальнейшие иссл 95. ВРаИ 

е- \о1. 
дования. е 

ап5, 
96. р 

е а 
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° приятно выразить признательность миссис Розмари Рэмсей, мисс е Н.Т. 
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ния данной работы. 
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® Существование в семенниках и яичниках рецепторов гонадо. Уйго 
тропинов с высокой специфичностью и сродством к лютеинизи- ния гор 
и гормону (ЛГ) ик фолликулостимулирующему гормону 
(ФСГ) было установлено с помощью методов радиоавтографии 
и определения связывания ш УЙго с применением гонадотропи: 
нов, меченных радиоактивным иодом и тритием. В исследовани: 
‚изучению локализации и связывающих свойств рецепте: 
Г часто использовали меченый хорионический гонадотропия 
ека, поскольку этот плацентарный гонадотропин бо- 
ен в высокоочищенной форме, более стабилен и более 
сле введения в него радиоактивного иода, чем ЛГ. 

свойства ХГ, по-видимому, почти идентичны био: 
войствам ЛГ, и, кроме того, оба гликопротеидных 
`°в семенниках, и в яичниках одними и 1 
‘участками. Поэтому в данной главе рецет 
тифицированные с помощью связывания М 
обозначаться как рецепторы ЛГ и 


$ 


епторов опинов — 


Ртел{ 


ния а чае — СООО 
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связывают меченый ХГ человека 


кулов яичников свиней, 
чем гранулезные клетки из мелких 


значительно интенсивнее, 
фолликулов [5]. 

В отличие от яичников в семенниках распространение рецеп- 
торов ЛГ/ХГ ограничено одним типом клеток: рецепторы этих 
гормонов обнаруживаются лишь в клетках Лейдига. У взрослых 
крыс связывание меченого ХГ человека семенными канальцами 
после их тщательного отделения от интерстициальных клеток 
обнаружить не удается. Интересно отметить, что появление ре- 
цепторов ЛГ в семенниках плода происходит на. очень ранней 
стадий эмбрионального развития. Так, в семенниках плода кро- 
лика специфические участки связывания гонадотропинов ЛГ/ХГ 
появляются примерно на 18-й день развития одновременно с мор- 
фологическим и биохимическим созреванием клеток Лейдига [6]. 

Подобное морфологическое доказательство существования ре- 
цепторных участков для гонадотропинов в гонадах было допол- 
нено большим количеством данных, полученных в экспериментах 
1 Уго, которые показали, что специфические участки связыва- 
ния гормона имеются в срезах, в суспензиях клеток и в гомогена- 
тах семенников и яичников. Использование этих методов позволи- 
ло выявить наличие рецепторов ЛГ в семенниках крысы, мыши, 
кролика, свиньи, барана и быка, а также в желтом теле яичников 
крысы, мыши, свиньи, коровы, макака-резуса и человека [7—27].. 
Обычно в экспериментах по определению связывания т УЙго ис-_ 
пользовали гомогенаты целых гонад, что оказалось вполне подхо- 
дящим приемом для предварительной характеристики рецептор-. 
ных участков и для определения гормонов с помощью рецепторов. 
Для получения более гомогенных субклеточных фракций были ис-. 
пользованы фрагментированные интерстициальные клетки и 
бранные фракции из гомогенатов семенников и желтых 

труктура семенников крыс такова, что позволяет, 

отделять большие количества интактных и 
клеток Лейдига от семенных канальцев. _ 
стициальных клеток, полученные таким 

и мембранами я 
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часто использовались сильно ПЕ нрованные ‚Ронады Нело. в 
ловозрелых крыс, получавших гонадотропин сыворотки крови Же. изуч 
ребой кобылы и ХГ человека. 24 С 
При изучении связывания меченного тритием или, чаще, радиц. реще 
активным. иодом ФСГ человека в семенниках и яичниках были СТИ! 
обнаружены рецепторные участки для ФСГ [18, 28—30]. В семен. о И 
никах половозрелых крыс рецепторы ФСГ находятся только р ций | 
семенных канальцах; они присутствуют в клетках Сертоли и, воз. ка В 
и. можно, в клетках других типов. В яичниках рецепторы ФСГ лока. 
лизуются в гранулезных клетках [4], которые по своей функции А 
‘поддержания развития половых клеток аналогичны клеткам # 


—  Сертоли. У крыс рецепторы ФСГ были обнаружены в гранулез. 
в ных клетках мелких фолликулов перед появлением рецепторов 

1 ЛГ. Введение животным ФСГ сопровождалось индукцией в гра- 
’ _  Нулезных клетках рецепторов ЛГ [31]. 


— И. СВОЙСТВА РЕЦЕПТОРОВ ГОНАДОТРОПИНОВ 


® В целом связывающим участкам, обнаруживаемым в экспери- 
ментах с меченными радиоактивным иодом гонадотропинами, при- 
сущи ие из тех свойств, которыми должны обладать важные 
тогическом плане рецепторные участки для активных гор- 
альных лигандов. Сюда относятся высокое сродство и струк- 
ая специфичность для лиганда, насыщаемость и ограничен- 
ывающая емкость, а также способность этих участков к 
ию процесса связывания и характерного для клеток: 
ответа. Кроме того, было показано, что концентрация 
1 ‚стков для гонадотропинов в тканях-мишенях из- 
в соответствии с функциональным состоянием гонад. 


ров ЛГ в плазматических  мембранах 

И клеток желтого тела из яични- 
центрифугирования в рае 
тронно-мик оскопическим ана- 
ментов. а, 24, 27, 32, 33], 
ической радиоавтогра- 
хностной локализаций 
ой активности 
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изучению связывания меченых ЛГ и 


ХГ 
Радио, 94°С, чтобы свести к минимуму дег п ОдИЛИСЬ ПР 


радацию гормона и (или) 


ецепторов в процессе реакции связы 8 
семи я между рецепторными участками и горе О 
Ко : от их концентрации, подчиняясь, как и ожидали, киНеТАКЕЕН 
и, ВОЗ. ций второго порядка. Если же имеется избыток гормона, то НЫ 
Лока. ка взаимодействия подчиняется уравнению реакций псевдоперво- 
"НКЦиИ д 

ЧУлез. 40 

торов Ка=122- 10° М” Кат 1,18 ТОМ 


№=6400 участков на клетлу 


№М=6540 участнов на плетну 


20 


Связанный ХГ человека. пм 
связанный ХГ/ свободный хГ 
5 
-ч 


100 0 325 55 
Суммарный ХГ человека, пм Связанный ХГ человена, пм — 
Рис. 1; А. Связывание ХГ человека диспергированными клетками Лейдига в при- 
сутствии возрастающих концентраций ХГ человека при постоянном соотн и 
немеченого и меченого ХГ. Кривая насыщения для специфического связывания 
ХГ человека была получена с помощью машинной обработки результатов по оп- 
‘ределению общего связывания радиоактивности и неспецифического 
ного в присутствии избытка немеченого ХГ человека. Б. С 
результатов связывания, полученных при. 
семенников крыс с 125]-ХГ человека в течение 2 


27" 


ляет около 24 ч, а при 4°С реакция диссоциации протекает 
медленнее. Это свойство гонадотропиновых рецепторных уча. 
стков оказалось очень ценным для проведения экспериментов п 
`солюбилизации и изучению физических свойств рецепторов, давая 
озможность выполнять относительно длительные процедуры 
фракционирования, включая гель-фильтрацию и центрифугирова. 
ние растворенных рецепторов в градиенте плотности. Использо. 
е рецепторов ЛГ/ХГ для анализа связывания меченых лиган- 
дов с рецепторами и для структурных исследований связывающих 
тв нативных и модифицированных гонадотропинов и их субъ- 
о в многочисленных публикациях [8—11, 17, 19, ОВ 
8—40]._ . 


ению рецепторов ФСГ в яичниках было посвящено отно- 
ьно немного работ, причем большинство из них относится к 
ду физиологических, анализирующих изменения рецепторов 
ри различных функциональных состояниях [4] или при гор- 
ерапии [41]. Наиболее важным результатом подоб- 

` исследований явилось установление того факта, что в 
неполовозрелых крыс эстрогены оказывают стимулиру- 

ект на рецепторы ФСГ гранулезных клеток [41]. В се- 
торы ФСГ были обнаружены во фракциях плазма- 

мембран семенных канальцев [18]; основным местом ло- 

ров ФСГ являются, вероятно, клетки Сертоли 

зовали гомогенаты семенников неполовозрелых 

1 й период жизни, семенные каналь- 

чительно из клеток Сертоли, то свя- 

огенатах почти не отличалось 

льных неполовозрелых крыс [42]. 

ецепторами семенников было 

‚ так и у взрослых крыс [18, 
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присоединенном к сефарозе [30, 43]. Дополнительной 
меченого ФСГ достигают аффинной хроматографией на МЕ 
с рецепторами, выделенными из фракции частиц еменнявай 1 
элюирования избирательно связанного активного гормона я =. 
зуют нагревание или инкубацию при низких величинах Н [80] 
Полученный таким способом меченый гормон обладает не 
ной способностью связываться рецепторами ФСГ гомогенатов 
семенников: в присутствии избытка рецепторов может связаться 
до 50% общего количества добавленного гормона. Такая степень 
связывания существенна для исследований по очистке и количест- 
венной оценке солюбилизированных рецепторных участков ФСГ, 
поскольку Использование для этих целей препаратов меченого 
ФСГ, который специфически связывается рецепторами фракций 
частиц лишь на несколько процентов, не может обеспечить получе- 
ние удовлетворительных результатов. 


В. Солюбилизация рецепторов ФСГ 


Наиболее эффективным способом солюбилизации рецепторов 
ФСГ оказалась обработка тритоном Х-100 гомогенатов. семенни- 


= 


ФСГ-рецепторный г . 
Сефароза 68 комплекс (030) Свободный Фсг (059) 
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ков 21-дневных крыс, предварительно получавших 1]-ФСГ. Этих 
способом удавалось экстрагировать 20—40% рецепторов. Другие 
неионные детергенты, такие, как луброл РХ и \МХ, были Менее 
эффективны. Свойства рецепторов ФСГ семенников, солюбилизи. 
рованных тритоном Х-100, были исследованы с помощью гель. 
фильтрации на сефарозе 6В (рис.2). В отличие от солюбизирован. 
ных рецепторов ЛГ (см. ниже) в процессе фракционирования 
рецепторов ФСГ наблюдалась значительная диссоциация гормон. 


 реценторных комплексов. Величина Ка, этих комплексов, по 


данным двух экспериментов, равнялась 0,30, что соответствует 
радиусу Стокса 6,5 нм. Близкая величина была получена ш уго 
и ш У! уо для растворимых комплексов рецепторов ЛГ с гормоном. 


Ш. СОПРЯЖЕНИЕ РЕЦЕПЦИИ ГОНАДОТРОПИНОВ И ОТВЕТОВ 
КЛЕТОК-МИШЕНЕЙ НА ДЕЙСТВИЕ ГОРМОНОВ 


_ В отношении рецепторов ряда пептидных гормонов было пока- 
но, что они сопряжены с аденилатциклазой клеточных мембран. 
б этом свидетельствует наличие прямой корреляции между свя- 

м (т. е. занятостью рецепторных участков гормоном) и 
ей ферментной системы ш уНго [44—48]. Несмотря на то 
‘обогащенные мембранами фракции частиц клеток Лейдига 
о связывают гонадотропины и содержат аденилатциклазу, 


Тестостерон 


Связанный 
ХГчеловека 


‚$ 
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м активность которой может быть значительно увеличена под дей- р 
мо № и ствием фторида, гормональная чувствительность циклазы семен- 

мы а. ие разрушенных клеток относительно низка 

к м й ая же ткань семенников и диспергированные с помощью 

ни коллагеназы интерстициальные клетки чрезвычайно чувствительны 

ия %, к стимулирующему деиствию ЛГ и ХГ человека; при инкубации с 

ь ть гонадотропинами ш уЙго в них образуется и выделяется значи- 

оо тельное количество цАМФ [49—54]. В таких препаратах степень 


на 6 оста о орных участков для ЛГ меченым гонадотропином 
з па рр в оследующим увеличением образования цАМФ 
Гори, (рис. 3). Этот факт, с одной стороны, показывает, что связывание 
ы гормона сопряжено с ответом клетки-мишени, а с другой — служит 

ов указанием на то, что большая часть связывающих участков для 
ХГ человека является «активными» рецепторами (поскольку ком- 
плексирование этих участков с тормоном сопровождается стимуля- 

был цией образования цАМФ). Однако стимуляция стероидогенеза 
1 достигает максимума при занятости молекулами гормона всего 

Х Мембо, лишь около 1% всех рецепторных участков [32, 53]. Остальные 


Между су 994 рецепторных участков можно рассматривать как «запасные» 
Рмоном 1 рецепторы по аналогии с тем, что имеет место во многих чувстви- 
отря вт тельных к лекарствам тканях. Второстепенная роль этих рецеп- 
$ Ленни торов отнюдь не означает, что они не несут функциональной 
тЩИКАВ, нагрузки. Наличие большого избытка таких запасных рецепторов 


могло бы обеспечивать механизм увеличения чувствительности 
клетки-мишени к гормону в низкой концентрации за счет повыше- 
ния вероятности связывания гормона с достаточным числом рез 
цепторных участков; достижение такого связывания служит сиг- 
налом для начала ответа клетки-мишени на гормон. Однако 
длительное изучение взаимосвязи между концентрацией рецепто- 
ров и чувствительностью к гонадотропину в диспергированных с 
помощью коллагеназы клетках Лейдига не привело к выявлению 
достоверной зависимости между этими параметрами в пределах 
10-кратного изменения содержания рецепторов в таких клеточных 

епаратах. : . в 
= ри высоком уровне занятости рецепторных участков гор- 
моном между связыванием гормона и тканевым ответом наблюда- 
ется значительное несоответствие, начальная фаза связывания 

хорошо. елирует с образованием тестост 


жения связыва ре 


бавлением цАМФ ) 


Протеинкиназная активность, 
а 
( без добавления цАМФ 


с до. 


“хиипейтнэпнох хишое 
-окэв Хэ холэгя хчнчивипилодэлни мчевнолегиоя оатойой э 
нии (09 эинэвэг я иилеодяни и4и (771) отчлоонаиляе ионЕВНИЯНи 
-ОЧэлоолоэт иэинечо8е4 900 ‘(1) ФУ ИЭИНеН05е400 АИЖжэм эинэ 


КК 


е между образованием цАМФ (Г), образованием тестостеро- 
нкиназной активностью (1/1) при инкубации в течение 60 мин 
Хх с помощью коллагеназы интерстициальных клеток с ХГ чело- 
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оборота цАМФ или небольшое увелич 
ение его транслока 
Однако при одновременном измерении активности нии = 


лирующее действие ХГ человека было обнаружено, что актива- 
ция киназы и образование цАМФ происходят параллельно 
Кроме того, при том уровне занятости рецепторных участков 


| максимальная стимуляция 
стероидогенеза ш уЙго, никакой активации протеинкиназы обна- 


что первоначальная фаза стимуляции синтеза тестостерона осуще. 
ствляется с помощью локализованных в мембране механизмов, 
отличных от активации аденилатциклазы. В то же время основная 
часть специфических рецепторных участков для ЛГ/ХГ в клетках 
Лейдига связана с аденилатциклазой. Об этом свидетельствует 
параллелизм в стимуляции образования цАМФ и в степени заня- 
тости рецепторных участков гормоном, а также ассоциация раст- 
воримых рецепторных участков и аденилатциклазы, о чем пойдет 
речь ниже. 


1У. СВОЙСТВА РАСТВОРИМЫХ РЕЦЕПТОРОВ ЛГ/ХГ 


А. Солюбилизация рецепторов гонадотропинов 


Из большого числа агентов, используемых для солюбилизацин 
мембранных компонентов, для экстракции растворимой формы гор- 
мональных рецепторов широкое применение нашли лишь неион- 
ные детергенты. Для солюбилизации рецепторов ЛГ/ХГ семенни- 
ков и яичников были использованы тритон Х-100 и луброл [55—63]. 
Экстрагируемые детергентами рецепторы гонадотропинов обеих. 


гель-фильтрации на сефарозе 68В и центрифугировании в. 


_ ном градиенте плотности они ведут себя как соед: 


метричные молекулы с гидродинамическим рад; 
к весом приблизительно 200000. Различие в 
и св гх рецепторов (6,5 $) и горм 


<= 
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| ь 0 = 
ческий электрофорез в 10%-ном полиакриламидном геле, соде И 
жащем тритон (рис. 5). р. 
| Связывающие характеристики солюбилизируемых детергенто, я 
рецепторов очень близки к аналогичным характеристикам Связь, фор. | 
вающих участков в исходных фракциях частиц; у солюбилизиро. ео 
ванных рецепторов отмечается лишь небольшое уменьшение рав- Ее" 


7=5%; 6=5%; а 
РН 70, 015 мА на трубни, ОНР 
01%-ный тритон Х-100 я 
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Ге Интересно отметить, что после экстра 

Вяз тропинов различными детергентами и гонадо- 

мир форм гормон-рецепторных комплексов, причем в г. несколько 

С к условиях эти формы регулярно воспроизводятся для Геделенных 
в. | детергентов (табл. 1). Интерпретироват аждого из 


ь существование различ- 


: ри : Таблица 1 
Физические характеристики солюбилизированных детергентам 
и реце 
гонадотропинов р рецепторов 


| 
К ЕВ 
и Препарат <едиментаци, : |8 = а 8 Е Ё 8 
Е ЕЕ: г а 
< | 8 | 8: | 28 
Тритон Свободный рецептор 6,5=—0,12 | 0,32 | 6,4 | 1,65 | 194 300 
Х-100 (3) (3) 
Уравновешенный  комп-| 7,5-—0,35 | 0,32 | 6,4 | 1,56 | 224 000 
лекс рецептора с ХГ (5) (5) 
человека 
Диализованный комп- 8,8 0,2729. 
лекс рецептора с ХГ (3) (3) 


человека (7,55) 30 
Предобразованный  во| 8,8=0,09 | 0,31 | 6,4 | 1,47 | 270000 _ 


фракции частиц ком- (10) (3) р | 
плекс рецептора с ХГ вы 
= человека ме к.- 
Луброл \!Х | Предобразованный ком- 7,0 
Е плекс ) 
_ Луброл РХ | Предобразованный комп- ‚0 
ОА лек — Е (3) 
: ХГ человека 2 


творенном виде или 


РНКазой или ДНКазо 


о 


‚ находящихся в рас 
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Б. Действие на рецепторы гонадотропинов ферментов Е. 

и восстановителей инку 

ность 

Обработка рецепторов, находящихся в растворенном Виде п если. 

| В составе частиц, нейраминидазой, РНКазой или ДНКазой Е. прент 

| влияет на связывание ими меченого ХГ человека. В то же рем еж 
с 

и СВ 

А аюи 


24:29. 


-200009) 


овена, фмоль на {мг белка 


ОХ 


частиц, (фрапция 200. 


ея 
ыы 
К 


ий '251-ХГ человека, фмоль на {ме белка 


'астворимые рецепторь! 
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инкубация рецепторов с трипсином полностью сни 


ма 
К ность связывать гонадотропин, что и должно было С р г 
Казо м если бы рецепторы являлись компонентами мембран о 
Же Бра" преимущественно из белка. На возможное присутствие В к 
ептора гонадотропинов } 
м рец р р фосфолипидного компонента указывает 


= р отей ВтАВНОСГА наблюдаемое ‚после обработ- 
ки свободных от гормона рецепторов фосфолиназой А [56]. Связы- 
вающая активность свободных рецепторных участков подавлялась 
также при восстановлении дитиотрейтолом и алкилировании №М- 
этилмалеимидом. Это указывает на то, что в поддержании конфор- 
мации и рецепторов и сохранении ими способности специфически 
связывать гонадотропины важную роль играют внутрицепочечные 
дисульфидные связи [65]. В то же время на уже образованные 
гормон-рецепторные комплексы восстанавливающие агенты не 
влияли (связанный гонадотропин из комплексов не освобождал- 
ся). Поэтому можно предполагать, что в отличие от свободных 
рецепторов, способных связывать гормон лишь при наличии в их 
структуре интактных дисульфидных связей, конформационная 
стабильность рецепторов, находящихся в комплексе с гонадотро- 
пином, после восстановления дисульфидных связей поддерживает- — 
ся за счет связанного гормона (рис. 6). 
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У. СОЛЮБИЛИЗАЦИЯ АДЕНИЛАТЦИКЛАЗЫ СЕМЕННИКОВ 
ИЯИЧНИКОВ : 


А. Ассоциированная с частицами и растворимая циклаза гонад 


Как было показано, аденилатциклазные системы семенных ка — 
нальцев и клеток Лейдига семенников специфически стимулиру- — 
ются соответственно ФСГ и ЛГ. Несмотря на то что ы 
_ФСГ на ткани-мишени, как правило, труднее воспроиз: 

ем эффекты ЛГ, наблюдать стимулирующее л 
азу в гомогенатах семенных кан: 


от фект ЛГ во фра 
логичный эффект ЛГ а : 
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паке До 


зрелых животных и слабеет после полового созревания или введь. 
ния гонадотропинов. 

После введения неполовозрелым крысам гонадотропина сыву. 
ротки крови жеребой кобылы и ХГ человека для увеличения мас. 
сы яичников и их лютеинизации число рецепторов гонадотропино» 
значительно возрастает. Однако активность чувствительной К 
гонадотропинам аденилатциклазы увеличивается в меньшей сте. 
пени. При изучении взаимосвязи между солюбилизированными 
рецепторами гонадотропинов и аденилатциклазой были использо. 
ваны как фрагменты: интерстициальных клеток семенников крыс, 
так и гомогенаты лютеинизированных яичников крыс, получивших 
гонадотропин сыворотки крови жеребой кобылы и ХГ человека 
[63]. Инкубация этих фракций частиц, выделенных из гонад в 
присутствии неионных детергентов — тритона Х-100, луброла РХ 
_и луброла \МХ, — приводила к заметному увеличению в препара- 
тах базальной и стимулируемой фторидом активности аденилат- 
циклазы. Кроме того, растворимая фракция, полученная после 
центрифугирования при 360000 © в течение 3 ч обработанных 
Детергентом частиц, обладала значительной долей активности 

_ фермента, выявлявшейся в осадках в присутствии детергента. 
В случае фракций частиц семенников в присутствии детергентов 
стимулирующего действия гонадотропинов на циклазу не наблю- 
далось, что находится в соответствии с данными об относительно 
эффекте гормонов на активность фермента в исходном 
ате частиц. В случае же солюбилизированных частичек 
совместная инкубация с ЛГ этих частичек и детергента 
адочной фракции, полученной при 360000 ©, приводила 
о достоверному увеличению активности солюби- 
тергентом аденилатциклазы. 

ь аденилатциклазы во фракциях частиц и се- 
ичников после обработки всеми детергентами воз- 
сравнению с соответствующим контролем, наиболее 
значительное увеличение активности фермен- 
з ии 0,5%-ного луброла РХ, кото- 
солюбилизации рецепторных 
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абот по растворимой аденилатциклазе миокарда опуб 

Леви и Др. [48, 67, 70]. Эти исследователи показали век 
тельность фермента к гормональной стимуляции НЕ 
адреналином после солюбилизации теряется, но может р. ИЛИ 
становлена после удаления детергента и добавления опреде 
фосфолипидов. В наших исследованиях, выполненных на о. 


Меобработан-| Солюбилизированные частицы | Частицы +Луброл РХ 
ные частицы | (надосадочная фракция после 
| Чентрифугирования при = 

300000 9) 


— 
5 
© 
=) 


№Ш лонтроль 
10мм №Е 


Т Среднее значение + 
стандартное отклонение 


цАМФ. пмоль’ на [ма белка за 15 мин 


А : я 
БО 005 4410 
_ Концентрация луброла, % 


^ 


184 К. Кэтт и М. Дюфо 
о т 


случаем. На этом основании предполагают, что рецепторный комп исел. 
лекс яичников окажется наиболее подходящей моделью для изу. В куб 
чения физических и функциональных взаимодействий между уча. ТИПЫ 
стками связывания гонадотропинов и аденилатциклазой в ра. актив 
створе. ати 
А 5 | 
_ 3000 15000 
: И ов 76 БСА 
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градиенте плотности сахарозы солюбилизиро 


е. из клеток семенников, меченных !751-ХГ человека. 
%-ного луброла \МХ гормон-рецепторные комплексы ча- 
а. более высоких концентрациях детергента седимен- 


— бычий сывороточный альбумин. 


Я 
Са 8. Выделение и свойст 
У ча, | оиства рецепторов гонадотропинов 185 
жа 
ду №. висело от концентрации марганца в пределах 1—8 мм, Белица 
ой“ Уз инкубации с марганцем использовались солюбил И 
в Е стае © изированные ча- 
|9 стицы, то и В учае Оазальная и стимулируемая фторидом 
| активность циклазы была намного выше, чем при инкубации с 
| магнием. Однако ответ аденилатциклазы на активацию фторидом 
6 Солюбилизированный препарат ^^ 
} 554 | Необработанные частицы |(надосадочная франция же т 
} центрифугирования при 300000 9) 
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- и 
концентрации марганца вызывало значительную стимуляцию Ци собст 
лазы фторидом; оптимальный эффект достигался при концент ы ТИ? пери 
‚ции марганца 4—8 мМ. Кроме того, в присутствии 1 мм март ЭКС Вис 
‚ца стабильно наблюдалась гомональная стимуляция Е ак у 
о частиц яичников овечьим ЛГ (1 мкг на пробу, об симент: 
. ви 
Скорость образования цАМФ во фракции частиц и в раствори. ников 
мых препаратах семенников определяли на протяжении 30 МИН 1 


в присутствии или в отсутствие фторида или тропного гормона в 
среде, содержащей 2 мМ Мп?+. В этих условиях после относитель- 
но короткого периода инкубации активность аденилатциклазы 
‘препаратов частиц менялась с течением времени. В частицах Же, 
обработанных детергентом, и в растворимых препаратах актив- 
ность фермента сильно возрастала в первые 2 мин, после чего 
скорость реакции оставалась постоянной в течение по крайней 
мере 30 мин. Величины Км для базальной и стимулируемой фто- 
ридом аденилатциклазы и АТФ в препаратах частиц, обработан- 
ных лубролом, равнялись соответственно 0,40 и 0,43 ММ, а в пол- 
ностью растворенных препаратах — 0,20 и 0,23 мм. 

Факт возможности замены магния марганцем, как одного двух- 

_валентного катиона, необходимого для работы аденилатциклазы, 
другим катионом, хорошо известен. В некоторых тканях-активность 

_ фермента при низких концентрациях марганца оказывается более 

высокой, чем в присутствии той же концентрации магния. Этот 

ект Мп и АТФ, по-видимому, обусловлен увеличением Ушах 

ций, катализируемых базальной и ‘стимулируемой фторидом 

й. Но ионы марганца не увеличивают активность 

‘стимулируемую гормоном, а в некоторых случаях даже 

рующее действие на аденилатциклазу пептидных | 

_Сообщалось также о наличии магнийзависимой | 

клазы в семенных канальцах крыс [73], но в интерсти- 

клетках семенников и яичников такой фермент, насколь- 
не обнаружен. 


Уи 


ТОРОВ 


ного ДВУХх- 
атциклазы, 
активность 


8. Выделение 
* и И. 
ИЕ рецепторов гонадо 

тропинов 18 
Е 7 

ем ее обе гормоном) рецепт 

тивности растворимого фермента. Результаты оны Участков. и ак 
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я ь всех \ а 
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| се 
| | активность фермента снова элюировалась с колонки вместь. бе 
| пиком связывания, имевшим Ка» 0,36. с р 
ИИ В некоторых из проведенных экспериментов наблюдался р к 
пи полнительный пик связывающей активности с Ко. 0,55. Этот пы я ИНОВ 
ий связывания, элюируемый в области белков с меньшим молекулят. анали 
| ным весом, никогда не совпадал с аденилатциклазной активнь стаю 
И стью — ни базальной, ни стимулируемой фторидом. Подобные посто 
| более низкомолекулярные связывающие компоненты не обнару. таты 
живались в ранее проведенных экспериментах по солюбилизация насый 


рецепторов семенников и яичников тритоном Х-100 [56—58]. В этих 
исследованиях было показано наличие лишь одного пика связь. 
вания с Ко, =0,32 при гель-фильтрации на сефарозе 6В, который 
при центрифугировании в градиенте плотности сахарозы соответ. 
’ствовал константе седиментации 6,5 $. Описанный выше второй 
‘пик связывающей активности, возможно, обусловлен диссоцииру- 
ющим действием луброла на незанятые гормоном рецепторы ча: 
‘стичек гонад во время солюбилизации. Соответствующий этому 
пику компонент является, вероятно, свободным связывающим 
ком, отделившимся от комплекса рецептор — циклаза в 
ссе экстракции детергентом и последующей гель-фильтрации 
воримого препарата. При изучении связывания глюкагона в 
билизированном детергентом препарате аденилатциклазы ми- 
да также было выдвинуто предположение о возможном от- 
ении рецепторной связывающей активности от активности ра- 
о фермента [48]. 
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> | 
стки специфических рецепторов гона: — 
анных детергентом препаратов свя: 
ий частиц гонад было посвящено несколь- 
‚ 64]. В качестве исходного материала была ис- 
ия разрушенных интерстициальных клеток се- 
ых крыс, которую получали фрагментацией 
отделением фракции, осаждающейся при 
еляли в равновесных условиях 


лактопероксидаз“ 
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4епторов 

| че гонадотропинов 189 
Юд \ новную массу (около 900 
‚к Да жал ос ь №) Участков 
5. к А тропина, солюбилизированных из исходной ра гонадо- 
Мол у \ зывающую емкость солюбилизированных рен и частиц. Свя- 
ой Ку нов в процессе очистки определяли с Ров гонадотро- 
И а к пи и с помощью количе 

п м анализа связывания путем уравновешивания рецепторо ственного 

ы Одо ) стающими концентрациями немеченого ХГ человека Е =. возра- 
юб обла постоянного количества (60 000 имп/мин) 12]-Хг еоНВЕЬ уе 
Сива таты по торможению связывания представляли в виде - 
ТИ 1 Ва насыщения или в виде графиков Скэтчарда. При Ве не 
У ВЯ стант связывания гонадотропина проводили коррекцию на удель- 
Котор ную радиоактивность, на максимальную связывающую активность 
ЗЫ Соотвы, и на биологическую активность меченого ХГ человека [37]. 

е Втор? : 
Иса, А. Аффинная хроматография 
цепт З 
ны ча. Аффинные матриксы для хроматографического выделения ре- 


Е Этому цепторов ЛГ/ХГ получали присоединением частично очищенного 
ХГ человека к гранулам агарозы с помощью различных мётодов. 

В экспериментах с ХГ человека, непосредственно присоединенным 
либо к активированной цианогенбромидом сефарозе, либо к комп- 
лексу сефароза — конканавалин А, захват рецепторов гонадотро-* 
пинов из раствора гелем, содержащим ХГ человека, был почти 
полным. Но при последующем элюировании рецепторов при са- 
мых разных условиях диссоциации выход рецепторной связываю- 
щей активности был относительно низким. Наиболее подходящим 
для аффинной хроматографии оказался комплекс гонадотропина 
с гелем, получаемый присоединением ХГ человека к гранулам 
агарозы, ‚содержащим алифатические цепи длиной 1 нм, к 

_ заканчиваются М-оксисукцинимидной эфирной группой (АЙ 
_ Вюгаа). Как показала практика, самый высокий и 
_стоянный выход растворимых рецепторных гк 
обеспечивала п сс 
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Остальную часть нейтрализованных элюатов замораживали и Ио. В 
филизовали для того, чтобы впоследствии количественно измерит, связ Ф 
связывание и определить содержание белка. и Во ди 
Связывающая способность рецепторов гонадотропинов, лю. ФР: пес 
рованных с геля агароза — ХГ человека в первых четырех кислых пер. 
фракциях, составляла 68% связывающей способности исходног О тор 
материала, измеренной в нулевое время — т. е. в момент смеши. и пренн 
вания геля с рецепторами. Но связывающая способность в аликво. иСхОДИ 
семей 
50 | Неадсорбированная связывающая активность У ие 
[Г] Отмывка геля физраствором на фосфатном буфере г- 
з з 50| [А Элюирование кислотой Б. Сво 
5 , 
8 
5 
Е 40 
за 
о 
8:30 
8 20 


И 
8 


Номера фракций 


`Адсорбция и элюция рецепторов гонадотропинов с матрикса агароза — 
:, зые два столбика отражают связывающую спосо! соот- 

В кции нанесенной на матрикс пробы и в элю- 
а буфером. Заштрихованные столбики от- 
элюируемых 0,025 М уксусной 
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связывающая активность в этих фракциях б 
и во фракциях Зи 4 (рис. 11). Объединенны 
ракции 3—6 лиофилизовали, причем на за 
процесса сушки принимали особые меры по 
температуры образца. Суммарная связываю 
целторов, элюированных во фракциях 3 
меренной в нулевой момент кажу 
исходного препарата. Так, солюбилизированный препарат 16 
семенников содержал 19 мг бел ея. 


общий выход рецепторов после очистки аффинной хроматографией 
составил 868 фмолей. 


Получение солюбилизированного детергентом препарата рецеп- 
торов с выходом более чем 100% можно объяснить двумя причи- 
нами. Во-первых, во время хранения неочищенных препаратов 
растворимых рецепторов при 4°С происходит, как было показано, 
быстрая деградация рецепторов с периодом полужизни около 20 ч. 
Поэтому для получения истинной величины связывающей способ- 
ности исходного препарата следовало бы провести коррекцию на = 
разрушение рецепторов за 16-часовой период инкубации с гормо- 
ном при определении связывания в равновесных условиях. Для 
этого измеренная в эксперименте величина должна быть, по-види- 
мому, увеличена приблизительно на 454$. Во-вторых, свободные 
рецепторы, элюируемые при низких значениях рН раствором, 
лишенным детергента, уже не подвергаются, по-видимому, воздей- : 
ствию со стороны молекул детергента. Поэтому и на процесс 
зывания гормона детергент уже не влияет. В отличие от р 
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тона равна 7,5 $. В отличие от неочищенных препаратов, ву 
рых после снижения концентрации детергента при ПОМОЩИ о 
сивного диализа постоянно наблюдалась агрегация рецепто те. 
более быстро седиментирующие формы [58], рецепторы, ой 
ные аффинной хроматографией, при центрифугировании в е 
розном градиенте плотности в отсутствие тритона Х-100 не на 


гировали. 
А Е 


Ка=116-107 М! 


связанный ХГ/свободный ХГ 


3000 
1 ХГ человека, пМ Связанный ХГченовека пМ 


я для специфического связывания ХГ человека оз! | 
Зоучена машинной обработкой данных 10 | 
125]-ХГ че . Б. Скэтчардовский гр" 
ри инкубации очищенных 


_ХГ человека в возрастающих концентрациях | 
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кратной очистке по сравнению с исходным 
ецепторного препарата, получаемого аффи 
составляет 50%, что свидетельствует о цен 
выделения рецепторных участков для гормона [64]. с ен 
электрофореза в полиакриламидном геле, содержащем ОН ба 
показано, что наиболее очищенный препарат рецепторов ВИЖ = 
ется 
как один компонент с мол. весом приблизительно 90 000. Данная 
величина была получена путем сравнения подвижности рецепто- 
ров с подвижностью стандартных белков и введения поправки на 
возможные гидрофобные эффекты. Эти данные позволяют предпо- 
лагать, что экстрагируемый детергентом ‘свободный от гормона ре- 
цептор с мол. весом 194 200 может являться димером, состоящим 
из двух субъединиц с мол. весом 94 000. 

Описанные выше эксперименты показали, что специфические 
рецепторы гонадотропинов из семенников крыс после экстракции 
детергентом могут быть очищены в 15 000 раз при помощи одной 
стадии аффинной хроматографии на матриксе агароза — ХГ чело- 
века. Рецепторы были элюированы в свободной форме при рН 3,2, 
и они не агрегировали в отсутствие детергента. Связывающая ак- 
тивность очищенных рецепторов составляла 50% теоретически до- 
пустимого максимума. При этом очищенные рецепторы сохраняли 
высокое связывающее сродство и гормональную специфичность, 
которые присущи рецепторам гонадотропинов в исходных клеточ- 
ных мембранах. Использование данной процедуры для очистки 


больших количеств рецепторных участков из семенников и яични- = 


ков, по-видимому, очень эффективный подход в структурных и им- 


чении функционального влияния связывания гормона на кон 

рацию рецепторов и на активацию связанных с рещ 

ферментных систем. к 2: 
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РЕЦЕПТОРЫ ГОРМОНА РОСТА 


р ом Бдярррр>=ФЯ#_ 
М. ЛЕСНЯК И Ф. ГОРДЕН 


А та г { Аггз, Меаь 

| аНопа! шзНне о? Аг гИ$, МеаБо|зт апа О!везй } 

к МаНопа! зщ ез оЁ НеаЁН о - 
\ Ве#езЧа, Магу!апа 


1. ВВЕДЕНИЕ 


_ Полипептидные гормоны действуют на самые разнообразные 
ткани, вызывая множество различных ответов. Комплекс взаимо 
действий, приводящих к ответу, для большинства гормонов окон- 
чательно не выяснен, но первая стадия в этой сложной цепи собы- 
_тий — связывание гормона со специфическим рецептором в клет- 


иодом с высокой удельной активностью, и соответствующих 

‹ или субклеточных компонентов, содержащих специфи: 
ры. 

ве мы рассмотрим взаимодействие гормон — рецеп- 

гормона роста [ГР] и обсудим, как при связыва- 

а проявляются черты, характерные для других по- 

|. Хотя у нас нет ясного представления 

‹ после связывания гормона и приводя" 

как нет и прямых доказательств связи ре 

каким образом это взаимодействие 


‘изучения физических харак 


й активности гор” 
пример с 10° 


([ 
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ческом связывании инсулина, чГР и кальцитонина 
эмпирическими наблюдениями, так как лимфоциты 
вестно, не являются главными клетками-мишеням 
монов, мы можем использовать эту систем 
теристик трех отдельных связывающих мест для трех раз 

гормонов в одних и тех же или подобных клетках. о 


Являются ЛИШЬ 
› Насколько ИЗ- 
И Для этих гор- 


А. Физические характеристики связывания гормонов 


Для осуществления гормон-рецепторного взаимодействия необ- 
ходимы соответствующие условия, такие, как определенные РН 
температура и ионная сила. При определении оптимальных усло- 
вий связывания следует учитывать, что условия ш уЙго существен- 
но влияют на конечный результат многих процессов. К этим отли- 
чающимся друг от друга, но протекающим одновременно процес- 
сам относятся связывание меченого гормона, деградация меченого. 
гормона, деградация рецептора, неспецифическое связывание и 
т.д. (Под неспецифическим связыванием мы понимаем связыва- 
ние иодированного гормона в присутствии избытка немеченого 
гормона.) 

При оптимальных условиях взаимодействия чГР с рецептором. 
равновесное состояние достигается через 90—120 мин при 30°С в 
широких пределах рН (6,4—8,0), а ионы кальция и магния’ у 


Таблица 1 


1 
Оптимальные условия связывания гормонов лимфоцитами в культуре 


198 (М. Лесняк и Ф. Горден 


10 мм) не влияют на связывание. В этих условиях после до 

ния максимального связывания 125 |-чГР добавлением быт еск 
меченого чГР (10 мкг/мл) можно достичь вытеснения о к Кинети" 
гормона из комплекса [7]. еНото г 


Оптимальные условия связывания для разных гормонов г. 
В одной и той же культуре клеток (табл. 1) наряду со одет 
имеют и различия. чГР и кальцитонин не имеют строго определь мон Р° 
мого оптимума значений рН, в то время как оптимальные ан | Г ( 
РН для инсулина лежат в узких пределах. Связывание меченот, инсулин 
чГР достигает равновесия через 90 мин при 30° С, меченого а К льцитон! 


цитонина — через 240 мин при 30° С, а меченого инсулина — через 
90 мин при 15°С. В культивируемых лимфоцитах не наблюдается 
заметной деградации '?5 [-чГР или 12 |-инсулина. При инкубации в. 


125 [-чГР с культурой клеток в течение 4 ч при 30° С в продуктах убиино 
деградации обнаруживается меньше 15% метки [8]. Клеточная ни мест 
культура с низкой плотностью клеток не действует на кальцито- 2 При п 
нин в течение 4 ч инкубации при 30°С [8]. После преинкубации пичн, 

_ клеток в отсутствие меченого гормона в буфере, в котором прово- мест остает 


°дится испытание, в течение различных отрезков времени (до 4 ч 
_ при 30°С для рецепторов чГР и 4 ч при 15° С для рецепторов инсу- 
лина) теряется всего 10% связывающей активности клеток. Эти 
_ исследования показывают, что в условиях инкубации как меченый 
тормон, так и его рецептор деградируют очень слабо (в случае 
чГР и инсулина). : 


ы равновесного состояния связывания гормонов 
а ая Е ке 
я оптимальных условий связывания ш ую | 
, изучению различных физических характерис- 
При инкубации 125 1-чГР с культурой лимфоцитов 
ьных условиях в отсутствие или в присутствии чГР в в03- 
‹ концентрациях после достижения равновесия наблю- 
ессивное уменьшение связывания меченого гормона 
Л ий анализ кривой доза — ответ для конкурент 
‚ссчитать относительное сродство свя" 
ы определить относительное срод: 

‘на основании данных доза 
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Таблица 2 
Кинетические параметры связывания гормонов 
Гормон График Скэтчарда р мн 
мест! Ка, М 
Гормон роста (человек) | Линейный (один порядок 4000 1,3.109 
В Ка для всех рецепторов) | 
Инсулин (свинья) [5] Криволинейный (отрица- | —12850 те 
тельная кооперативность) 
Кальцитонин (лосось) | Линейный (один порядок| 100—600 4.100 
[8] Ка для всех рецепторов) 
Е. 


1 Число связывающих мест рассчитано на 
в инкубационной пробе. 


Число мест на клетку= 


основании значения [К] и количества клеток 
[К] (моль) -6,02-1028 (число Авогадро) 
НЕСЛО ВВОПАДРО И 


Число клеток/л 
? При постоянно изменяющемся сродстве не имеет смысла определять значение К а Аля 


различных отрезков криволинейного графика Скэтчарда. Общая концентрация связывающих 
мест остается постоянной. 


линейный характер графика для инсулина отражает происходя- 
щие между рецепторами инсулина взаимодействия, индуцирован- 
ные рецепторами, занятыми гормоном. ое Я 

я  Мейте и др. [10, 12] показали, что диссоциация комплекса _ 
инсулина с рецептором зависит от степени занятости о ;: 
Так, при бесконечном разбавлении в отсутствие Бер: 
мона скорость диссоциации меченого инсулина из комплекс: 
чем при бесконечном разбавлении, но в присутствии. 


гормона (т.е. при более высокой занятости рецептор 
ами (т 
ули. 


200 М. Лесняк и Ф. Горден 


1. СПЕЦИФИЧНОСТЬ РЕЦЕПТОРОВ ГР урирУ 

А. Специфичность культуры лимфоцитов по отношению к чт НОМ нс 
е 

Помимо способности связываться с высоким сродством, гр Не та | 

должен обладать и соответствующей специфичностью к рецептор, Р реше! 

Специфичность связывания может быть предсказана на основани, сен чел 


биологической активности препаратов ГР человека. Клетки лини, 
]М-9, как и клетки линии 4265, связывают чГР, но '2° [-чГР не ко. 


Бычий ГВ 
12,0 Ее вачая >> Пе 


ТР овцы 


Связывание '?ЯТ-чГР культурой лимфоцитов, % 


001 10-0 10? 103 10* 
с УГР, нг/мл 


ептором в культуре лимфоци- 
ы не относящих Г м т. ся К 


ледует обратить внимание на то, 910 
ым методом связывание дозы зависит от гормо 
100 нг/мл. 


9. Ре 
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) К курирует за связывание с другими гормонами 

А, \ ом и тиротропным гормоном) или с орон с инсули- 
Е с © оста 

В не относящихся к приматам; так, бычий, свиной 9 

ль НО оста (1,0 мкг/мл) не конкурируют с меченым чГр Е и 

ет к с рецепторами (рис. 1). Отметим также, что вание 


: плацентарный л 
: | 1 акто- 
ЧГЬ и ген человека, проявляющий слабую ростовую активность у челове- 


Радиорецептарный метод, % 


61 10 во 100 
Радисиммунологический метод, % 


Рис. 3. Корреляция между результатами радиорецепторного и радиоиммуноло- | 
гического методов для нескольких. препаратов типофизарного чГР [1]. Радиоим- 
мунологические эксперименты выполнены Хендрикс. 


ка, при конкурентном связывании с р. `птор: 

падает менее 1% активности чГР [6, 7]. 

При исследовании препаратов 

можно сравнивать их 
| 
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| испытании иммунологическим методом о ВЫШе, чем 
испытании радиорецепторным методом. процессе дальней 
очистки иммунологическая активность увеличивается слабо, а к: 
собность связываться с рецептором резко возрастает, так чтово® 
сокоочищенных препаратах рецепторная и иммунологическая Г 
тивности хорошо коррелируют (рис. 3) [7]. Полученные даны, 
указывают на то, что специфичность радиорецепторной систе, 
тесно связана со специфичностью биологического действия, ара 
диорецепторный и радиоиммунологическии методы могут давать 
разные результаты. Для чГР характерно не только специфически» 
связывание с культурой клеток, но также и то, что его концентра. 
ция, при которой наблюдается максимальное связывание с реце. 
тором, совпадает с физиологической концентрацией чГР ш у, 
° например 2,5 нг/мл немеченого чГР конкурируют за связывание с 
— 10% 125 [-чГР, а 20 нг/мл немеченого чГР тормозят связывание 
50% меченого гормона (рис. 1) [7]. 


Специфичность других тканей к гормонам роста животных, не 
ящихся к приматам 


’Аналогично нашим данным о рецепторах гормона роста в куль- 
ре лимфоцитов человека, Цушима и Фризен [13] описали рецеп- 
ры ГР в субклеточной фракции мембран печени беременных 
крольчих (20—30 дней беременности). Специфичность связывания 
: предсказана на основании биологической специфично- 
х, не относящихся к приматам. ГР человека, 0безь 
‘овцы сильно конкурируют с 125 [-чГР за связывание с 
ГР черепахи и утки гораздо менее активны, а гормо- 
я ых совсем не реагируют. При сравнительном ис 


различной степени очистки на печени кро 


Ри 


аналогичные вышеописанным для Е 
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А. Локализация связывающих мест 


Рецептор имеет два основных свойства: 
личает одну молекулу от другой и 6) 
тивирует клетку. Для понимания того, 
гормона активируется какая-нибудь 
знание анатомического расположения 
ладает мнение, что все рецепторы полипептидных гормонов лока- 
лизованы на плазматической мембране клетки. Оно основано на 
следующих данных: а) после обработки поверхности клеток фер- 
ментами связывания не происходит [17а]; 6) высокоочищенные 
плазматические мембраны связываются с гормонами; в) гормоны, 
присоединенные к нерастворимому матриксу, обладают биологиче- 
ской активностью; г) рецепторы гормонов солюбилизируются. Все 
методы, с помощью которых были получены эти данные, использо- 
вались при изучении рецепторов гормона роста. 

После инкубации культуры лимфоцитов с трипсином в малых 
концентрациях связывание !25 [-чГР исчезает, хотя жизнеспособ- | 
ность клеток не изменяется [7]. Таким же действием трипсин о 
ладает и в отношении связывания инсулина [5]. Цушима и сот 
[13] показали, что чГР специфически связывается с осаждающей- 
ся при 100000 = фракцией, выделенной из печени беременных кроль-_ 
чих. Хотя эта фракция содержит 70% общей связывающей актив-_ 
ности исходного гомогената и основную часть активности 5’-н 
отидазы [15], она не настолько полно охарактеризована, что 
исключить наличие связывающей активности и в каких- 
субклеточных частицах, не попавших в данную фракцию. 
ется справедливым даже для высокоочищенного # 
теризованного препарата Невилла [18]. 
са о том, проникает ли гормон в 

биологического действия, некото 
_ пользовали комплекс ГР ссефа| 
действие ГР наткани 


а) при связывании от- 
в комплексе с гормоном ак- 

как благодаря связыванию 
функция клетки, требуется 
рецепторов в клетке. Преоб- 
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то неизвестному механизму (возможно, путем «сбрасыват 
общего способа лимфоцитов освобождать поверхностные р 
Мак-Гаффин и др. [27] в нашей лаборатории воспроизве лк), 
эксперименты с рецепторами чГР в тех же клетках. Когда к. Эт 
кубировали клетки с высокой плотностью при 30°С и жа, ь 
собные клетки подвергали воздействию 125 [-чГР, связывание о. . 
клетках было ниже, чем в контрольных. Так же как в опытах с 
сулином, значительная часть связывающей активности обнаруж" 
валась в надосадочной фракции 100 000 г. е 

Все вышеприведенные данные о рецепторах ГР в плазматиче 
ких мембранах справедливы и для инсулина. Дальнейшие Доказа. 
тельства связывания гормонов плазматическими мембранами би. 
ли получены в опытах с инсулином, меченным ферритином [% 
29]. С помощью электронной микроскопии удалось показать что 
меченный ферритином инсулин локализуется на поверхности лаз. 
матических мембран клеток печени [28] и жировой ткани [29]. 

Таким образом, доказательства того, что биологически важные 
рецепторы ГР находятся в плазматической мембране, носят кос. 
венный характер, но согласуются с общим положением для поли. 
пептидных гормонов. 


_Б. Биологическая активность гормонов, меченных иодом 
В обычных условиях реакции иодированию подвергается лишь 


‘небольшая часть молекул гормона. Поэтому при изучении гормон- 
орных взаимодействий необходимо показать, что’ меченые 


которые связываются с рецептором, не отлича- 


в гормонов [17, ЗП] применяют метод) 


рования с использованием модифицированного 


го метода [30]. С помощью такого способа введения | 


‘были получены два меченых гормона — АКТГ [32] и инс 
казано, что меченый гормон, полностью отделенный от 
Ь биологическую активность. Мы не отдел” 


ГР стабильным 
рамина Т при 
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чивающие внутриклеточные эффекты 

случаях, когда в качестве к. ор В определенных 
можно сделать несколько обобщений. Хотя неа | цЦАМФ, 
тем связывание с тканями-мишенями АКТГ [32] и каким пу- 
или ЛГ [35] приводит к активации аденилатциклазы А. — 
гормоны в небольших физиологических Концентрация эй эти 
они конкурируют за связывание с рецептором, быстро пи 
ферментативное образование цАМФ. Концентрации, в кото ны. 
моны оказывают этот эффект, коррелируют с м 
‚ уровнем гормонов у животных и человека. Даже в случае инсули- 
на, внутриклеточные медиаторы которого неизвестны, концентра- 
ции гормона, необходимые для осуществления большинства биоло- 
гических эффектов 11 уНго, находятся в пределах физиологических 
концентраций инсулина ш У1\о [36]. 

В настоящее время из-за отсутствия достаточной информации 
мы только строим догадки о возможных взаимоотношениях между 
связыванием ГР и его биологическим действием и о существовании 
внутриклеточных медиаторов действия ГР. Вопрос еще больше ос- 
ложняется тем, что мы не знаем, какие ткани являются мишенями 
для ГР [37, 38]. При исследовании действия ГР на отдельные тка- 
ни было показано, что ГР активирует липолиз в жировой ткани = 
1 УНго, но, за исключением особых случаев [40], эффект проявля- _ 
ется после длительной задержки [39] и, как правило, в присутс 
вии относительно высоких концентраций гормона. ГР стимул! 
транспорт аминокислот и глюкозы в препаратах м 
ш уЙго, но тоже лишь в очень высоких концентрациях [37]. Г 
исследовании т \1уо вопрос снова осложняется из-за высоких кон- 
центраций гормона, необходимых для проявления любого 
ГР; лишь некоторые эффекты можно наблюдать при исио 
нии концентраций, характерных .для эндогенной, то 
ся, то ослабевающей секреции ГР [38]. В допол 
гие эффекты ш \1уо парадоксальны по. 

УНго. Например, ш уЙго ГР подобно инсу 
порт глюкозы, но в Ууо его 


словиях шт УУо его, 
действию инсулина 1, и у больных = 
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ое р 


11 умо [45] и в) содержатся в небольших количествах при н 
статочности ГР и в больших количествах при акромегалии [46] 
Предполагают, что другой родственный им пептид НИПА (нет 
давляемая инсулиноподобная активность, растворимая в ИСО 
этаноле) зависит от ГР и отвечает за острые инсулиноподобные 56. 
'фекты, наблюдаемые при введении ГР ш \!уо [47], тогда как сам 
ГР оказывает эти эффекты в условиях ш уЙго [37]. Из этого 06. 
‘суждения и обзора литературы [37, 38, 48] ясно, что невозможно 
выдвинуть единую гипотезу, которая объясняла бы различные 56. 
'фекты ГР, наблюдаемые ш \1уо и т уЙго у грызунов и человека 
Если тем не менее мы отбросим некоторые прямые эффекты ГР на 
‘ткани грызунов и припишем их фармакологическому действию гор. 
мона [48], то можно сделать некоторые предварительные заклю. 
‘чения. 

Основным эффектом ГР у человека является стимуляция осво- 
„бождения инсулиноподобных пептидов, например соматомединов, 
НИПА и, возможно, некоторых других. В скелетной мышце имеют- 
ся специфические рецепторы этих пептидов, которые служат по- 

° средниками при осуществлении ростового эффекта, причем их спе- 
цифичность частично перекрывается со специфичностью рецепторов 

° инсулина, в результате чего пептиды оказывают инсулинопо- 
`добное анаболическое действие. Специфические рецепторы сомато- 
‘медина [46, 49] и НИПА [50] обнаружены в ряде тканей. Рассмат- 
`риваемые пептиды конкурируют с инсулином за связывающие мес- 
’ пропорционально их инсулиноподобной активности 11 УНго, а 
мика освобождения НИПА [47, 51] при внутривенном введе- 
тветствует проявлению инсулиноподобного эффекта 
но низ ‹онцентрациях [52]. Помимо стимуля- 
подобных пептидов, к первичным э$- 
я стимуляция липолиза, антагонистическое 
нию к инсулину и увеличение секреции инсули- 

оторые можно назвать антиинсулиновыми. 

медины продуцируются в печени [53] илив других 
нятно, зачем для стимуляции их секреции 
щентрации ГР; концентрации ГР, при ко- 
‘печени протекает дозозависи” 

1 трациями ГР В 


_с концен 
Не 


м В К 
к 
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у. ПРИМЕНЕНИЕ СИСТЕМЫ СВЯЗЫВАНИЯ ГОРМОНА РОСТА 


. Радиорецепторный метод 


Полученные в экспериментах данные указывают на то, что ГР 
связывается с рецепторами на поверхности клеток по п 
биологического «узнавания», и мы можем использовать | 
для биоиспытаний, даже не зная механизма действия ГР вы 
59]. Чувствительную и специфичную систему связывания приме- 
няют для определения активности компонентов ГР в плазме кро- 
ви и в экстрактах гипофиза человека [2, 57, 60], для тестирования 
ГР-подобных веществ [61, 62] и для выяснения вопроса о том, как 
ГР регулирует свои собственные рецепторы [63]. Е 

Многими исследователями было показано, что некоторые, а воз- 
можно, и все полипептидные гормоны как в крови, так и в проду- : 
цирующей их железе существуют более чем в одной форме, Для 
определения различных компонентов гормонов используют радио 
иммунологический метод, в комбинации с гель-фильтрацией [64]. 
В экстракте гипофиза и в плазме крови чГР существует в трех или 
более формах [60]. Формы чГР различаются по поведению при’ 
гель-фильтрации. После пропускания. через колонку с сефадексом _ 
плазмы крови или экстрактов гипофиза образуются три или боль- 
шее число пиков [64]: «малый» пик чГР соответствует мате 
с мол. весом 29000, «большой» пик чГР — мол. весу ^^ 
пик, предшествующий болышому, элюируется в свободном. 
колонки или сразу после него. Мы тщательно исследовали 


формы чГР — «большой» чГР и «малый» чГР — с помощью 
пторного метода в к: 


уживаются. 
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тивность разбавленной нефракционированной плазмы Крови о 
ниже ее радиоиммунологической активности, а после гель-фый из # 
трации плазмы показали, что пониженной активностью обл . ека 
«большой» компонент. Используя ту же радиорецепторную ада лов ме 
му, Цушима и др. [14] обнаружили в единственной пробе ть бери 
ционированной плазмы крови увеличенную радиорецепторную гк е ни 
тивность по сравнению с радиоиммунологической, а по АНК Ле нЕ 
Гайда и Уайта [66], активность «большого» и «малого» чГр к. ме тог 
определении радиоиммунологическим и радиорецепторным мет Плевр: 
‚дами была практически одинаковой. Такие расхождения резуль, д та! 
тов при испытаниях на мембранах печени недавно обсуждались в физэк 
литературе, но разъяснения пока не получили. ции эт 
При испытании в культуре лимфоцитов радиорецепторная ак. живае 
тивность «большого» пика ГР как в гипофизарном экстракте, так ным М 
я и в плазме крови была понижен. Ра; 


ной. По данным гель-фильтра 
ции содержание «большого» ГР 
в неочищенных гипофизарных 
экстрактах выше, чем в большин: 
стве очищенных препаратов чГР 
(рис. 4) [2, 60]. Этим, возможно, 
объясняется расхождение резуль- 
татов радиорецепторного и ра- 
диоиммунологического — испыта: 
ний частично очищенных препа- 
ратов ГР [7] (см. выше). 

о Данные исследования пока- 
_ зывают, что в плазме ‘и гипофизе 
присутствуют компоненты гетеро- 
генного ГР со сходной иммуно- Е 
логической активностью, но раз- › 
личной радиорецепторной и пред 
положительно биологической ак? 
тивностями. Указанные методы 
определения этих активностей в 
дополнение к определению 06 

крови 
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ыы 
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м измерять активность и ГР, и известных медиато 


Рук №, В культуре лимфоцитов тестируют ТОЛЬКО ров действия ГР. 


р ь с препараты Г ы 
еб ловека, в то время как метод тестирования на меб . 
у щи № беременных крольчих применим и для животных, не отв 
1 к к приматам. С помощью радиорецепторного метода на мембранах 
оо» и печени ты ни [6 идентифицировали в сыворотке бере- 
Орн р менных обезьян -подооное вещество, отличное от плацентарного 


лактогена и не определяемое радиоиммунологическим методом. 
Плеврацероидные личинки (спаргана ленточного червя Зриотег- 
га тапзопо4ез) секретируют фактор, стимулирующий рост гипо- 
физэктомированных крыс [69]. В среде, полученной после инкуба- 
ции этих червей, как и в сыворотке зараженных ими` крыс, обнару- 
живается ГР-подобная активность, определяемая радиорецептор- 
ным методом [62]. 

Радиорецепторный метод успешно применяется для исследова- 
ния препаратов гипофиза на различных стадиях очистки [7, 14] и 
для. изучения структурно-функциональных взаимоотношений. 
Ауберт и сотр. [70] изучали конформацию молекулы чГР и срав- 
нивали конформационные изменения производных чГР с изменени-. 
ем их рецепторной, иммунологической и”, биологической активно- 
стей. Скайлер и сотр. [71] использовали радиорецепторную актив- 
ность как один из параметров для характеристики ГР, продуцируе- 
мого культурой опухоли гипофиза человека. Различий между ГР. 
опухолевой и нормальной ткани гипофиза при этом не обна- 
ружено. 

Б. Регуляция рецепторов гормоном 

Хотя ш ухо ГР и инсулин действуют как антагонисты, инсулин 
не оказывает регулирующего действия на рецепторы ГР, так 
как ГР на рецепторы инсулина. На основании ряда Св 
выполненных на грызунах и при обследовании ль 
культуре лимфоцитов ш уйго, предполагают, что. 
рует концентрацию собственных рецепторов. [74 

к 


избытке инсулина т \1уо [72, 73] или п Уйго | 
жение числа рецепторов и чувствительности К | 
ние концентрации инсулина коррелирус в 
епторов и повышением чувстви? 
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менения, зависящие от времени и концентрации 

НЙ ини, обусловленных занятостью рецепторов т 8 Г 

На основании изложенных работ предполагают, что ван в 
влияние концентрации гормона и концентрации рецепторов на 6 - = 
Потический ответ осуществляется за счет прямой модуляции нак» ПОЙ 
точном уровне и от него в большой степени зависит ЧуУВСтвитее т 
ность клетки-мишени. Эти данные уже использовались при и р Кой 
нии состояния резистентности к инсулину у человека [72], р 


Гудмэн [37] подчеркивает трудность воспроизведения биологи, 
ческих эффектов ш УЙго на тканях негипофизэктомированны, 
крыс; стоит подумать о том, не вовлечена ли в процесс взаимоде, 
°  ствия гормона с рецептором в ткани регуляция числа рецепт 
”° ров циркулирующим гормоном. До сих пор не удается идентифи. 22. 
цировать рецепторы ГР в мононуклеарных клетках человека, ках = 
‚это было сделано для инсулина [75]. 

Наконец, следует сказать, что почти ничего неизвестно о хими. 25. 

26. 


®—  Ческой природе, составе или структуре рецепторов ГР. Мак-Гаф- 
°  фини сотр. [27] получили солюбилизированный рецептор ГР в 
культуры лимфоцитов без помощи детергента. Такой подход, воз. 
‘можно, будет способствовать выяснению химической природы ре- 
цептора. Ясно, что дальнейшее изучение химических и физических 
свойств рецептора, взаимоотношений между связыванием гормона 
и активностью, так же как и обнаружение рецепторов в перифери- 
ческих тканях человека, остаются важными проблемами будущих 
исследований. . 
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1. ВВЕДЕНИЕ 


За последние десять лет накоплено много важных фактов, ка- 
сающихся механизма действия глюкокортикоидов. В настоящее 
время становится очевидным, что первоначальным этапом реализа- 
ции большинства эффектов стероидных гормонов является взаимо- 
действие стероида с цитоплазматическими белками. Однако воп- 
рос о том, можно ли все разнообразие эффектов глюкокортикоидов 
в разных тканях свести к одному универсальному механизму, ос- 
тается открытым. В этой главе будут рассмотрены данные, свиде- 
тельствующие о первичной роли рецепторных белков в действии = 
глюкокортикоидных гормонов. Другие аспекты взаимодействия сте- = 
„роидов с клетками достаточно полно отражены в недавно вышед- = 
ших обзорах [1—4]. Мы не ставили своей целью перечислить в 
накопленные факты о влиянии глюкокортикоидов на’ 
ферментов и на физиологию клетки. Напротив, 
дет обращено главным образом на рецепторне 
‚наилучшим образом связать результаты 

действием глюкокортикоидов на ткани-М 


го рецепторах других стероидных 
ра в 


оНеВи ть 


азделах это 


‘214. М. Липман 


тикоиды до неактивных соединений [5], которые Впоследствии 
гут связываться цитоплазматическими белковыми КОМПОн 
отличными от рецепторов [6, 7]. Так, Фиала и Литуок [8 
ли, что после инъекции меченого кортизола в условиях макени За. 
ного накопления этого гормона в печени лишь 6% радиоактие* 
сти приходится на неметаболизированный кортизол. В-трет 
тлюкокортикоиды связываются многими компонентами клетки и, 
`’держащими липофильные мембранные фракции, в том числе к 
хондриями и лизосомами. Сродство гормонов к таким КОМП, 
там бывает различным, но чаще всего оно оказывается ниже сре 
ства к рецепторам. Хотя такое связывание и называют обычн 
«неспецифическим», в настоящее время нет достаточных оснований 
отрицать возможную роль некоторых из этих «неспецифическиу 
мест связывания как медиаторов, по крайней мере некоторых в 
известных эффектов глюкокортикоидов. Ббльшая часть «дорецет. 
торных» исследований десятилетие назад касалась взаимодействий 
именно такого типа [9]. В частности, было описано действие гдк. 
®  кокортикоидов на’ изолированные ферментные системы, стабиза. 
— Цию лизосом, структуру эндоплазматической сети [2, 9]. К глав. 
®—  `НЫМ недостаткам работ подобного рода следует отнести прежде 
° всего отсутствие соответствующей стероидной специфичности итот 
| факт, что для получения эффекта необходимо использовать сверх: 
® фармакологические концентрации гормонов. Несмотря на таки 
_ оговорки, в настоящее время нельзя полностью исключить важ: 
ную роль таких «неспецифических» мест связывания (например, в 
учае применения массированных доз кортизола при лечении шо- 
вызванного грамотрицательными микроорганизмами). Однако 
не вызывает сомнений, что большинство гормональных 3$ 
‘опосредуется глюкокортикоидными рецепторами. Выявле 
ьшого количества мест связывания с высоким сродствох 
(на клетку обычно приходится лишь несколько тысяч 
) среди огромного количества мест связывания с низки\ 
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стероиду (обнаруженных в большинстве тканей и а 
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белкам, тогда как дексаметазон с 
еепторами цитоплазмы [10]. в 
Несмотря на все вышеперечисленные трудно 
к настоящему времени сведения о свойств о накопленные | 
дают достаточные основания считать их м 
эффектов стероидных гормонов. Доказательства медиаторной | 
рецепторов получены рной роли | 
1) при исследовании их локализации в 
нии динамики развития рецепторного аппарата в онтогенезе: 
2) при сопоставлении данных о сродстве рецепторов ни 
ным стероидам и специфичности связывания этих гормо —. 
р | рмонов с их 
3) при исследовании изменений свойств рецепторов под влия- 
нием температуры, солеи и стероидов — в особенности тех свойств | 
которые определяют способность рецепторных белков захваты й 
| 
| 
| 


исключительно | | . 


разных тканях и изуче- 


ваться и связываться компонентами ядер или хроматина; 

4) при изучении гибридов соматических клеток и различных 
нечувствительных к стероидам популяций клеток — направление, 
получившее распространение в самое последнее время. 

В последующих разделах мы кратко рассмотрим каждый из 
этих подходов для того, чтобы выяснить значение тех свойств ре- 
цепторов, которые существенны для действия глюкокортикоидов. 
Хотя в изучении свойств рецепторных белков уже достигнут значи- 
тельный прогресс и соответствующие данные будут нами представ- 
лены, попытки выделения этих белков в чистом виде до сих пор не 
увенчались успехом. Это в значительной мере обусловлено чрезвы- 
чайно высокой лабильностью рецепторов глюкокортикоилов даже 
по сравнению с рецепторами стероидов других классов. Кроме то- 
го, значительными препятствиями при очистке рецепторных моле-_ 
кул являются их низкая концентрация в тканях-мишенях, 
ция к агрегации, существование других м | 
понентов, с которыми легко спутать рецепторы. ‹ ре. = = 
стоящему времени результаты исследований по с 
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определенные недостатки. К наиболее серьезным Недостатка _—. 
|: носятся: диссоциация комплексов рецептора со стероидом вп Ма, зельНо а 
|1 се разделения белковосвязанного и свободного гормона; адсорб ших яко 
Г рецептора на материале, используемом для разделения; це м Вол о 
| В точно четкое разделение стероида, связанного специфически к повеР спо 
} й специфически. Математический аппарат для анализа результа № ПРИ ‘око 
Е. полученных самыми разными методами, является универсальны тип Вяз 
а его основы подробно изложены в ряде работ [11, 12]. \ ется 
} : В ранних исследованиях по действию глюкокортикоидов на 
чень было показано, что в первоначальный момент основная ца, Е 
са связанного гормона приходится на долю цитоплазматичесни ъ 
фракции [13—15]. После нескольких неудачных попыток [16, |7 528 
многим исследователям удалось выявить наличие практически в В у 
всех тканях-мишенях молекул, отвечающих критериям рецептор» ь 2 
глюкокортикоидов [4]. Критерии рецепторов: высокое сродство к г 
тлюкокортикоидам, коррелирующее с концентрациями гормона, 5 
вызывающими биологический эффект; ограниченная связывающая в 
емкость (насыщаемость); специфичность для стероидных гормо. 3. 
нов, выполняющих определенную биологическую функцию, при р 
чем необязательно, чтобы фенотипически эти гормоны действовали Е: 
как индукторы. В большинстве таких работ единственным спо В 


‘бом выделения рецепторов было дифференциальное центрифугиро 
вание. Мы не будем здесь приводить все те результаты, которые 
| были получены с помощью данного метода определения рецепте 
_ фов; будут упомянуты лишь ‘работы, важные с точки зрения мето: 
_дологии. | 
_ Использовать активированный древесный уголь для удаления 
го стероида предлагалось и ранее [18], однако удачны! 
иант метода выявления рецепторов глюкокортикоидов с по: 
мощью отмытого активированного угля впервые удалось разрабе 
`Бакстеру и Томкинсу [19]. Впоследствии эти авто? 
обосновали предложенный ими метод [20]. Хотя нео 
сь, что древесный уголь можно использовать для адсор ". 
| данный метод можно’ 
‚ комплексов с неспеша 
Подобный подход о, 
ации Ка, а также 
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тельно, данный метод непригоден в сл 
ших образцов ткани. Этот метод т 
зольного белка еще и потому, что полност 
поверхности угля после центрифугирования бывает ве 

При использовании данного метода, если не Пимена трудно. 
типа дексаметазона, определение количества рецепто ра стероид. 
ется связыванием гормона транскортином, ра затрудня- 
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_ Рис. 1. Связывание ЗН-кортизола рецепторами вые — >. 
о фобластов человека при острой лимфобластной лок а ке Е 

_ ные представлены в координатах Скэтчарда. Пунктиром обозначено : 
_ кое, неспецифическое связывание, Е Аа 


= ;. :. аа 


ывающим глобулином (КСГ). На 
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ние гормона. Стероиды, связанные с неспецифическими белы ре 
также обладают небольшим сродством к таким фильтрам. 1 | пре спояв 
Меньшее количество рецепторов, которое можно измерить Ва | ий #5 ис 
В собом, определяется почти исключительно временем сео Г 
диоактивности и удельной радиоактивностью используемок (“| и ьЮ 
роида. Воспроизводимость результатов, получаемых этих метода | ор 
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преодолены. Для связывания комплек 
они использовали суспензию ДНК-целлю 
тод особенно ценен тем, что для связывания с ДН 
гормон-рецепторные комплексы должны быть о. Бы 
мощью специальной температурной обработки или Рованы с по- 
левого состава среды (сходные условия 

ния стероид-рецепторных комплексов в ядро). Мож 
этот метод идеально подходит для отдел 
зывающих компонентов, таких, как тран 
которые, по всей видимости, не связываются ДНК 

Для разделения связанного рецепторами и свободного стерои- 
да некоторые исследователи использовали короткие колонки сефа- 
декса [25, 26]. Этот метод, однако, хотя и дает результаты, срав- 
нимые с результатами, получаемыми другими методами, требует 
значительно больших затрат времени для выполнения большого: 
числа определений. При этом не исключается связывание гормо- 
нов с КСГ. 

Определенными достоинствами обладает метод центрифугиро- 
вания в градиенте плотности сахарозы. Измеряя количество вы- 
тесняемой немеченым стероидом радиоактивности в определенной _ 
области градиента, исследователь может быть вполне уверен, что’ 
он определяет радиоактивность именно специфически связанного: 
гормона [27, 28]. Однако для повседневного измерения ‚ содержа- 
ния рецепторов этот способ слишком трудоемок. Использование 
данного метода для изучения рецепторов ценно тем, что дает воз 
можность определять связывание гормона действительно с рецеп- 
тором. Для этого измеряют только ту часть способной вытеснят! 
немеченым гормоном радиоактивности, которая мигрирует со. 
цифической для рецептора плавучей плотностью. Более того, 
менение градиентов с низкой концентрацией. 
ность разделять рецепторы, коэффициент 
равен обычно 6—8 5, и КСГск 
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| тоды, как использование гидроксилапатита 31 ж ак 


ме 
Такие цепторных комплексов протаминсульфи | доводяют у 


осаждение гормон-ре 


менения для анализа рецепто |  озВны, 
| 39, 33], не нашли пока при ров т ри «Я 
нь В отличие от гидроксилапатита протаминсульр» | око з 
не взаимодействует к КСГ и ПССГ. Ь ре от 
| | эф | 
1И, РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ГЛЮКОКОРТИКОИДНЫХ РЕЦЕПТОРОВ те д. 


Чтобы данный белок можно было рассматривать в качестве 
цептора при действии глюкокортикоидов, этот белок должен быть 
‘обнаружен в тканях-мишенях. Усилиями ряда авторов к настояще, 

- му времени собраны сведения о тканевом распределении рецепт 
_ ров глюкокортикоидных гормонов [2, 4, 27, 34]. Вообще говоря 
результаты, полученные в подобных работах, т.е. то, что ткани. 
мишени содержат ощутимые количества рецепторов, а ткани-‹не. 
мишени» рецепторов не содержат, можно было предсказать зара. 
нее. Показано, например, что интактные лимфоциты циркулирую- 
щей крови человека, которые нечувствительны кглюкокортикоидау, 
практически лишены рецепторов [35]. В то же время после стим. 
‘‚ляции фитогемагглютинином рецепторы легко выявляются, причем 
клетки теперь начинают отвечать на действие глюкокортикоидов 
_ингибированием синтеза макромолекул. Точно так же в чувстви 
_ тельных к стероидам лимфобластах обнаруживаются значитель- 
количества рецепторов глюкокортикоидов, а в клетках, устой- 
стероидам, содержание рецепторов значительно ниже [35 
рис. 3 показаны результаты определения содержания ре 
глюкокортикоидов в различных популяциях клеток лим 
‘ткани человека. В цитозоле лимфобластов больных ост 
ческой лейкемией, не лечившихся кортикоидами, 
кортикоидов обнаруживаются в ощутимых кол!" 
пмоль на | мг цитозольного белка (принимая, 
тора связывает 1 молекулу стероида). Нес! 

а ином лимфоциты здоровых люди» 

чень небольших количествах. 


бл е 
лимфобластах больных, тор 
идами. В то же вр 


оида 
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Це 
Про лочной железы (см., например, гл. 12) 
ый й позволяют заключить, что в то время 


цепторы, могут в отдельных случаях 


. Приводимые ниже примеры 
как клетки, содержащие ре- 


и не отвечать я 
‘Е глюкокортикоидов, клетки, лишенные рецепторов а 
ва р. = бы, ре (во всяком случае, не будут реализоваться 
Е ео 
ть те , р посредуются рецепторами). Пока, однако, 


0,7 


_ Связанный дексамевтазон, пмоль на 1мг цитоплазматического белка 
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ори аки 


те 


ЕЕ 


нормальные количества рецепторных белков [37, 38]. Рецето 

резистентных к стероидам лейкемических клеток человека обдади 
ют, как показано, совершенно нормальным сродством к силья а. 
глюкокортикондам. Гормон-рецепторные комплексы таких клет 
нормально связываются ядрами клеток-мишеней в бесклеточно 
системе ш уЙго. На рис. 4 показано, что связывание ® Н-дексамь 
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и 
= 


м х К тазона рецепторами подобных клеток сочетается с отсутс 

В А о еания р же концентраций и Е. 
ключение н в. Гаким обра "- 
ьб . разом, разрыв цепи событий ме- 


жду вхождением стероида в клетку их 
клетки эффектом может происходить в 
первоначальным связыванием гормона и 
Этот вывод подтверждается также р 

` тогенеза. Баллард и Баллард [39] 
глюкокортикоидов стимулировать н 
ких плода возникает лишь с появлением глюкокортикоидных ре- 
цепторов. Противоположная картина наблюдается в случае нейро- 
ретины цыплят, в которой глутамин-синтетаза может быть 
индуцирована глюкокортикоидными гормонами очень рано —с 
10-го дня эмбрионального развития [40]. Нормальное же содержа- 
ние рецепторов в этой ткани имеется уже к 6-му дню, т.е. тогда, 
когда фермент еще совершенно нечувствителен к стероидам [41]. 
На рис. 5 показана динамика изменений рецепторной активности в 
процессе развития куриных эмбрионов. Поражает несоответствие 
между практически не изменяющимся содержанием рецепторов и 
скачкообразным увеличением способности глутамин-синтетазы ин- 
дуцироваться глюкокортикоидами. Сходные результаты получил 
_ Фелдман [42] при изучении печени плода. Несмотря на наличие в 
цитоплазме рецепторов с нормальными связывающими свойствами, 

° способных транслоцироваться в ядро, глюкокортикоиды не инду- 
цировали синтеза ферментов в печени. Проще всего объяснить это 
— тем, что какие-то, отличные от рецепторов звенья механизма, обес- 
° печивающего реакцию ткани на гормон, еще не созрели. Те же са- 
е данные, однако, могут означать, что не все эффекты глюко- 
в => опосредуются рецепторами, и поэтому наличие или 
ствие рецепторов не сказывается на проявлении этих эффек: 
Такая точка зрения не противоречит основанной н 
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его поступлением в ядро. 
езультатами изучения он- 
обнаружили, что способность 
акопление сурфактанта в лег- 
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ни сродства гормона в зависимости его эффекта от Дозы, та 
сопоставлении гормональнои специфичности связывания и б Пр к сё 
гической активности стероидов. моло. | #50 ее 
Во многих системах наблюдается хорошее совпадение Кон 
: раций стероидов, связываемых рецепторами и вызывающих ой р 
| терные для данной ткани эффекты [1]. Так, в своих ранних арак. ни 
] тах Бакстер и Томкинс [46], анализируя поглощение Н-ден и 
тазона клетками культуры ткани гепатомы (НТС-клетками) м до 
| ружили, что эффективное концентрирование стероида ЭТИМИ т 
, ками происходит при концентрациях дексаметазона НИЖе 5. 10-8 р 
При более высоких концентрациях захват стероида был проду 
ционален его концентрации, что свидетельствовало о насыщену 
ограниченного количества либо связывающих, либо транспортных 
| мест, Между концентрациями стероида, которые вызывали насн, 
и щение этих мест, и теми его концентрациями, которые изменяли (о. 
о держание индуцируемого фермента тирозинтрансаминазы, наблю. 
далось хорошее соответствие. В более поздних экспериментах тех 
же авторов с помощью метода адсорбции на угле было установле 
но существование в цитозоле мест, связывающих стероид с вы. 
ким сродством[20, 47]. Скэтчардовский анализ показал, что эти 
места, по-видимому, однородны по сродству к глюкокортиконду 
(Ка=3- 10-9 М) и обладают ограниченной емкостью. У Многих 
стероидов исследовали способность конкурировать с 3 Н-дексаме- 
тазоном за рецепторы НТС-клеток [19, 20], Было установлено, чо 
связывание является обратимым; константа диссоциации, получен 
_ ная путем определения констант скоростей ассоциации и диссоциа- 
_ ции, была близка к аналогичной величине, полученной в условиях 
равновесия. Кроме того, исследовали способность большого ряда 
_ стероидов вытеснять 3 Н-дексаметазон из комплексов с глюкокор- 
_ тикоидными рецепторами. Как и следовало ожидать, все сильные 
: кокортикоиды хорошо вытесняли дексаметазон из связываю“ 
гков рецепторов. Анализировать данные по связыванию 
чо с точки зрения их биологической активности. ^_ 
юэлсом и Томкинсом [48] классификации, с” 
е, антииндукторы, субоптимальные 


“ п. — 


м У 10, Рецепторы глюкокортикоидов 995 | 

Ч м, | 

Аналогичные результаты были получены для лимфоб : 
а 
к у Более подробный анализ влияния структуры стероида ‘на его 


20]. Было обнару- 


м связывание рецепторами провели Руссо и др. [ 
стероида приводит к 


| жено, что удаление ДВОЙНОЙ связи в кольце А 
\ снижению как сродства к рецепторам, так и биологической актив- 
| ности. Модификации при 11-м углеродном атоме резко уменьшают 
о биологическую эффективность стероида. Окисление 11-8В-ОН до 
т и кетогруппы (образование кортизона из кортизола) приводит к 
превращению оптимального индуктора в антииндуктор. Замена 
11 В-гидроксила на 11 а-гидроксил всегда снижает и сродство к ре- 
цепторам, и биологическую активность. Сходные данные получены 
для лимфосаркомы Р-1798 [26, 26а]. Руссо и др. [20] исследовали 
и другие стороны стероид-рецепторного взаимодействия. Обнару- 
жив, что стероиды, являющиеся оптимальными индукторами, пре- 
дохраняют рецепторный белок от тепловой денатурации, эти авто- 
ры предположили, что цитоплазматические рецепторы существуют 
в двух конфигурациях — активной и неактивной. При этом антиин- 
дукторы типа прогестерона должны связываться преимущественно 
с неактивной формой, тогда как оптимальные индукторы при свя- 
зывании должны изменять конформацию рецепторной молекулы в 
сторону активной конфигурации. Впервые подобная модель алло- 
стерического взаимодействия была предложена Моно [52]. В поль- 
зу этой гипотезы говорит тот факт, что оптимальные индукторы и 
антииндукторы связываются с одним и тем же рецептором, но об- 
ладают различным сродством к этому белку. Общее число связы- 
вающих мест, определяемых в экспериментах по конкуренции, ос- 
‘тается неизменным. Примечательно также, что скорости ассоциа- 
ции с рецептором и диссоциации стероид-рецепторных комплексов. 
° для антииндуктора прогестерона выше, чем для оптимального ин- 
дуктора дексаметазона. Более того, рецептор оказывается значи- 
ьно устойчивее к тепловой денатурации, если он находится В. 
омплексе не с антииндуктором, а с оптимальным индуктором. Ста- ма 
изирующее действие глюкокортикондов на рецепторы обнару- = 
также Мунк и сотр. [53] в тимоцитах и в клетках лимфосар-_ 
Р-1798. Таким образом, гипотеза о существовании определен- 
ктурно-функциональных взаимоотношений | стеронда | 
о привлекательна, хотя и не доказана. = х 


ни тех траций стероида, 


точным зеркальным отражением друг друга. Это служит ее 
доводом в пользу участия рецепторов в механизме иНгиби УЮЩа 
действия стероида [35]. И наоборот, отсутствию ингиби | 
действия стероида в лейкемических клетках больных, Нечувсть) 
тельных к лечению глюкокортикоидами, соответствует отСутетвиь 
рецепторной активности. Аналогичные результаты были Получены | 
в опытах с мышиными фибробластами [55, 56], клетками Нега [67] | 
й некоторыми гибридами соматических клеток: фиброб 


ластов 
и 
клеток гепатомы [58]. Эти ярко выраженные взаимосвязи служат 


ем 
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А 
м к важным доказательством причинной зави 


симости меж) 
м нием стероида рецепторами и гормональн кду связыва- 


Ым действием. 


Остается необъяснимым очень любопытный 


факт: в отдельных 


случаях наблюдается значительное увеличение связывания при 


4\ м 
и 
к высоких концентрациях стероида. Непосредственной связи этого 
’ явления с биологическим эффектом пока не обнаруже т 
к Холландер и Стивенс [59] отметили, что связывание  - 
с рецепторами из опухолевых клеток лимфосаркомы Р-1798 а 
личивается в присутствии избытка 9а-фторпреднизолона ла ок 
ь Розенфилд [60], изучая связывание стероида с частично о 
ным рецепторным компонентом печени, названным «ГА», обнару- 
жили, что при повышении концентрации дексаметазона до 50 нм 
наблюдалось обычное снижение степени связывания гормона ре- 
цептором. Но при больших концентрациях глюкокортикоида ин- 
гибирование связывания носило иной, неожиданный характер. Мы 
также наблюдали, что в некоторых случаях при концентрациях 
конкурента выше определенного уровня пробы с добавленным 
конкурентом и без него как бы меняются местами — количество 
связанной радиоактивности в присутствии конкурента оказыва- 
ется выше, чем в его отсутствие [61]. Одно из возможных объяс- 
нений этого феномена может заключаться в том, что при более 
высоких концентрациях стероида сним начинают взаимодействовать 
новые места связывания, обладающие низким сродством. Вопрос 
о том, являются ли эти наблюдения артефактом или же они имеют 
физиологическое значение, весьма важен. Это обусловлено ‘тем, 
что механизм, посредством которого глюкокортикоиды в очень 
высоких концентрациях взаимодействуют с клетками, наверняка 
не включает в себя описанные выше рецепторы. Наблюдаемые же 
изменения в функциях клеток при действии высоких доз гормонов 
выражены очень отчетливо [2]. з Е 


‚ РЕЦЕПТОРЫ ГЛЮКОКОРТИКОИДОВ В СОМАТИЧЕСКИХ 
БРИДНЫХ КЛЕТКАХ И В НЕЧУВСТВИТЕЛЬНЫХ 


что глюкокортикоиды резко подавляют. 


даже вызывают гибель клеток 


| 228 М. Липман т. 
| ООО = | ст е} 


сравнить связывание 3Н-дексаметазона и подавление ВКЛЮч ный свя 
нуклеозидов в ингибированных глюкокортикоидами Мы “Ни И да, ся 
фибробластах линии ГА-9. Можно видеть, что между Концент рее, 

д. 


=> 


© 
Включение. ЗН-тимидина, (имп/мин). 10-5 


(имп/мин)-10 3 
< © 
& 55 © 


со 


Специфически связанный дексаметазон, 


0 2 4 6 8 10 12 14 16 
Хонцентрация дексаметазона, М-10`8 


Сопоставление связывания ЗН-дексаметазона рецепторами (1) и ингиби 
я нуклеозидов в чувствительные к стероиду лимфобласты мы“ 
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(у А 
и тероида, ингибирующими клетки 
циями с › И концент 
оида, связывающимися цитоплазматическими ее сте- 
` блюдается хорошее соответствие. Результаты выделения ыы 


зистентных К гГЛлЮкокортикоиду клонов из 
фибробластов, предварительно ингибированных 
заны на рис. 8. Можно видеть, что нечувств 


линии мышиных 
стероидом, пока- 


Е ительные клетки 
лишены и рецепторной активности, и способности к ингибирова- 


} 
ь нию глюкокортикоидами. Во всех цитированных и в ряде других 
абот показано, что содержание выявляемых цитоплазматических 
рецепторов в нечувствительных клетках падает до уровня, со- 
ставляющего менее 25% контроля. Но, что весьма интересно, еще 
никто не сообщал о полной потере рецепторов. Этот факт может 
свидетельствовать о существовании многочисленных классов ре- 
цепторов, обслуживающих различные функции клеток (см. ниже). 
Приведенные данные убедительно показывают, что большинство 
гормональных эффектов осуществляется с участием рецепторного 
звена. Имеются, однако, и исключения из «типичной» формы ре- 
зистентности к стероидам. Так, нами охарактеризовано несколько 
линий лейкемических лимфобластов человека, которые, хотя и 
лишены полностью чувствительности к глюкокортикоидам, содер- 
жали нормальное количество рецепторов. При этом выявляемые 
рецепторы по специфичности связывания, сродству к гормонам и 
способности связываться с ядрами клеток-мишеней были идентич- 
ны нормальным рецепторам [37]. Сходные результаты сообщались 
и другими авторами [38]. Более того, гибридные клетки, получен- 
ные слиянием НТС-клеток и Г-клеток мыши, отвечают на дейст- 
вие стероидов лишь по типу Г-клеток, несмотря на присутствие 
цитоплазматических рецепторов из родительских НТС-клеток ь 
[55, 58]. В таких гибридах, например, в отличие от НТС-клеток = 
глюкокортикоиды не индуцируют синтеза фентРНК и тирозинт- 
_рансаминазу. Все же ответы на глюкокортикоиды, хар 
тля [-клеток (ингибирование поглощения глюкозы, 
_ромолекул, роста клеток), в гибридных клетках сох 
иеся данные позволяют думать, что рецепторы _ 
в гибридных клетках ведут свое происхо 
ких НТС-клеток. Таким образом, неспосоо! 
отвечать на действие глюкокортикоидов по 
Ге : 
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и 
иногда гормональную чувствительность усгетс» восстановить 
еток нечувствительной линии 

мощью гибридизации Кл 5 ра: Е о 

щих рецепторы, с чувствительными рами [38]. Недавно 1 . 
пой Томкинса [62, 63] было охарактеризовано несколью : 
пов нечувствительных к кортикоидным гормонам линий кд у 
В клетках первого типа явно изменено количество рецепторов, 
клетках второго типа нарушено, по-видимому, не связывание (, 
роидов с рецепторами, а взаимодействие гормон-рецепторн 
комплексов с ядром. В некоторых случаях это обусловлено, ВВ. 
роятно, каким-то дефектом ядер (или ядерных мембран), посколь 
ку цитоплазматические рецепторы таких клеток нормально взан, 
модействуют с ядрами других тканей-мишеней. В иных же случаях, 
как показывают результаты экспериментов по связыванию рецет, 
торов с ядрами ш Уго, нарушена, очевидно, структура самих 
рецепторов. Нечувствительные к глюкокортикоидам клетки треть. 
его типа содержат, по всей вероятности, нормальные рецепторы, 
которые способны транслоцироваться в ядро. Тем не менее такие 
клетки не реагируют на добавление дексаметазона. Эти клетки по- 
лучили название бессмертных. Комплементационные исследова. 
ния, выполненные при помощи соматической гибридизации между 
такими мутантными «классами» открывают широкие перспективы 
для проникновения в тайны механизмов действия глюкокортикои: 
дов. Итак, очевидно, что хотя присутствие рецепторов — условие 
‘абсолютно необходимое для проявления большинства эффектов 
стероидов, выявление рецепторных белков не может служить на- 
1 гарантией наличия у клетки чувствительности к гормону. 


А —. № 


м х 10. Рецепторы глюкокортикоидов 
и, 


кортизол и 
. Сродство 


О не относящимся к глюкокортикоидам 
то Мон. м авторы ни ры глюкоко 
м ные из гепатомы 11-50 геубера и из НТС люкокор- 


параметрам элюции с ДЭАЭ- 


т степени очищен [68]. 
С. № Величина молекулярного веса этого белка по данным гельфильт- 
“ 


ам, рации составляет 67 000 дальтон. Константы диссоциации для 
алые дексаметазона и кортизола равны, соответственно 6-10-Ю и 
о = 10-8 М. Этот частично очищенный рецептор обладал способ- 
Ме, ностью переносить кортизол в изолированные ядра. Выделенный 
ТИ К при последующей солевой экстракции таких ядер белок обладал 
свойствами, близкими к свойствам комплексообразователя И, пер- 
воначально выделенного из цитозоля (критерии: элюция с ДЭАЭ, 
величины рТ, сродство к гормонам). Эти авторы получили антите- 
ла к данному белку, которые не давали перекрестной реак 
другими известными белками, связывающими Ре. 
включая КСГ. Недавно той же группой исследователе а г 
лен еще один «рецептор» печени — на 
Этот белок обладает очень близкой с о не. 
П специфичностью и величина Ка этого 
саметазона равна 10 нм. е ба 

В ок труппы Фейгельсона и сотр. № 24, м 
_ получены результаты, сходные в ОБО, и р 
Эти исследователи выявили в печени я и. 
рый по своему сродству и м. м ексоо‹ 
ритериям рецепторов и оче р ЗЕ 
Т Литуока (см. выше). а траНевай 
мпонента «@» имеется Я преимуществе 


232 М. Липман 


\ 


о тисяч раз. К оожаны 
главная трудность — элюция рецепторных молекул, которые 
лось бы затем выявить, — в отношении глюкокортикоидов до а 1 
пор не преодолена. р 
За последнее десятилетие была сформулирована общая $ 
цепция механизма действия стероидных гормонов; Централь" з 
роль в этом механизме отводится рецепторам. Будущие спек | 
очистке этих рецепторов, т. е. в области, в которой сейчас "и в 
ются лишь первые шаги, позволят гораздо яснее представить себе 
Е 
9. 


я 


я 


= 
Е. 


и 


каким образом рецепторы взаимодействуют с геномом к 
шеней и модулируют фенотипическое выражение гена. 


леток-мн. 


УП. ПОСЛЕДНИЕ ДОСТИЖЕНИЯ 


Исследования резистентных к глюкокортикоидам линий клеток 
лимфомы мышей в культуре ткани получили значительное развитие 
в работах Ямамото и др. [72, 73]. Путем тщательного клонирова- 
ния эти авторы выделили множество сублиний резистентных к 
глюкокортикоидам клеток, которые можно, очевидно, разделить 
на четыре фенотипических варианта. В этих клетках были тща- 
тельно изучены биохимические свойства рецепторов. Кроме того, 
с помошью метода гибридизации соматических клеток авторы 

сделали попытку «исправить» дефекты в действии глюкокорти- 
коидов. Использование подобных клеток для выяснения постав 


_ленных вопросов с позиций генетики является весьма многообеща- 
ющим. 
Е 


же группа исследователей предложила недавно еще одну 
_ для анализа действия глюкокортикоиндов. Они установи: 
дексаметазон способен индуцировать онкогенный вирус в 
клеток рака молочной железы @В-мышей. 
едавно было обнаружено, что некоторые линии клеток рака 
чной железы человека, культивированные {№ Уго, содержат 
р для глюкокортикоидов, и для прогестерона [75, 76] 
т резкое снижение синтеза ДНК, но № 
льзуя клеточные линии с то 
оло _железы, возможио’ 
< к. = ’ ЛИНИЙ Клео 
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ВЫДЕЛЕНИЕ И ИЗУЧЕНИЕ СВОЙСТВ 
РЕЦЕПТОРОВ ПРОГЕСТЕРОНА 


Д. ТОФТ, В. МОУДЖИЛ И Ф. ЛОМАР 


Рерагтет о! Мо]есшаг Месте 
Мауо СШис 
Воспез{ег, Муипезо{а 


1. ВВЕДЕНИЕ 


Первые попытки выявить рецепторы прогестерона в тканях- 
мишенях были не особенно успешными. Из-за быстрого метабо- 
лизма прогестерона в чувствительных к нему тканях наблюдать 
специфическое поглощение этого гормона тканями-мишенями бы- 
— ло, как правило, трудно. Осложнения возникали также из-за того, 
° что на содержание рецепторов прогестерона в тканях-мишенях 
влияют и другие гормоны, и в особенности эстрогены. За послед- 
° ние годы, однако, существование тканевых рецепторов прогесте- 

_рона было убедительно доказано, и наши знания об этих молеку- 
лах сейчас быстро пополняются. В данной главе рассматриваются 
езультаты исследований, касающихся рецепторов прогестерона 
в тканях птиц и млекопитающих. Кроме того, здесь приведены 

ультаты последних, более детальных исследований, полнен- 
_в нашей лаборатории. С теми аспектами действия про 
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активностью, либо слабо связываются этим белком, либо не 


яйцеводах очень низко и, по-видимому, соответствует Физиоло ' 

ческим концентрациям гормона. ь 
Связывание ЗН-прогестерона ядрами было установлено Ш 

при введении животным тритированного гормона и 
Ш при инкубации ткани яйцеводов в присутствии гормона с после, 
ВЕ: дующим выделением ядер и их анализом [6, 7]. В ядре ЗН-прогь, 
м терон оказывается связанным с макромолекулами, которые лень 
экстрагируются буферным раствором с высокой концентрацией 

(например, 0,3 М КС). Этот ядерный связывающий компонент 

(или рецептор) является, по-видимому, белком, поскольку его ак. 

тивность теряется под действием протеолитических ферментов 

агентов, реагирующих с тиоловыми группами, а также под 

влиянием повышенной температуры [6]. Прогестерон образует 

прочный комплекс с этим белком, обладающий коэффициентом 
_  седиментации 4$ при центрифугировании в градиенте концентра- 

ции сахарозы в присутствии 0,3 М КС1. Судя по стероидной спе- 
цифичности, скорости седиментации и поведению при хроматогра- 
фии, ядерный рецептор почти идентичен рецептору цитозоля (при 
исследовании последнего в условиях среды с высокой концент- 
рацией соли) [6, 8]. 

Изучение динамики поглощения прогестерона тканью яйне- 
водов показало, что связывание стероида первоначально проис- 
ходит в цитоплазматической фракции, а уже затем — в ядерной 

6]. При этом одновременно с увеличением ядерного связыва- 
` гормона наблюдается исчезновение рецепторов прогестерона 
змы. Эти данные свидетельствуют о том, что ядерный 
торный комплекс имеет цитоплазматическое проис- 
лученные результаты находятся в сответствии с М0- 
вия гормонов, впервые предложенной для эстрогенов 
р ой в настоящее время практически на все 
но этой модели, когда гормон е 


У 


зываются вовсе. Содержание данного белкового КОМПОНе ча | 
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| топлазматические белки, которые специфически связывают прогес- 
с № терон. Эти ее белки ряда видов, включая крыс [13, 14], | 
а №, морских свинок [15—20], кроликов [20—23], хомячков [24], мы- 


рый м шей [13, 14] и человека [25—28], к настоящему времени выделены 
И частично охарактеризованы. Видовые различия связывающих 

нА компонентов матки незначительны. Эти белки обладают рядом об- 
ода, щих свойств, которые могут служить указанием на выполнение ими 
“ функции цитозольных рецепторов прогестерона: а) обнаруживают- 

Ций ся только в тканях-мишенях для прогестерона [16, 29]; 6) связы- 
вание ими прогестерона отличается высоким сродством и выражен- 
ной стероидной специфичностью [18, 19, 21, 24, 26, 28, 30, 31]; 
в) связывающие участки этих компонентов ограничены в количест- 
ве и насыщаемы низкими концентрациями гормона [17, 19, 21, 24]. 
После введения ЗН-прогестерона кроликам и морским свинкам 
рецепторы гормона были обнаружены в клеточных ядрах, выделен- 
ных из ткани матки [21, 32]. Экстракция таких ядер кролика раст- 
вором с высокой концентрацией соли (0,4 М КС!) приводит к вы- 
делению гормона, находящегося в комплексе с 45-компонентом [21]. 
С помощью экстракции раствором с высоким содержанием соли 
было обнаружено наличие комплексов зН-прогестерона с макромо- 
лекулами и в ядрах клеток матки морских свинок [32]. Прогесте- 
рон в таких комплексах, имеющих коэффициент седиментации 45, 
связан, по-видимому, специфически и с высоким сродством. В дру- 
гом исследовании, проведенном на морских свинках, было показа- 
но, что связывание прогестерона ядрами клеток матки — это про- 
цесс, зависимый от времени и температуры и требующий присутст- 
вия рецепторов цитозоля [33]. Эти результаты находятся в 

_ соответствии с концепцией транслокации прогестерон-рецептор- 
ных комплексов из цитоплазмы в ядро. Вышеприведенные резуль- 
| таты биохимических исследований подтверждаются результатами _ 
_ радиоавтографических исследований, показавших, что ®Н- 
рон в матках крыс [34] и морских свинок [35] 
ных ядрах. Таким образом, хотя работы по 
а у млекопитающих и носят в некоторой с 
арактер, они показывают, что рецепторы прогестер‹ 
выполняют в целом ту же роль, что и рецепторы 


` 
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различных стерондов [26]. нии ство к = стер. 
вязывалось гораздо хуже прогестер та, И лишь: у Я соед 
иДОВ © ство к рецепторам было несколько выше, чем у прот 
а соединения последней группы были синтетическиц, 
нами с высокой активностью (например, Норгест Е 
и норэтиндрон). 5а-прегнан-3, 20-дион (5а-дигидропрогестеро» 
являющийся природным метаболитом, связывается с несколько г. 
и лее низким сродством, чем прогестерон. Это соединение обладае" 
биологической активностью у цыплят и связывается рецепторами 
в интактной ткани [7]. Поскольку 5а-дигидропрогестерон Является 
тлавным метаболитом прогестерона, то вполне возможно, чтов би. 
логическом действии прогестерона ему принадлежит определенная 
роль. Однако необходимость этого соединения для проявления гор. 
 монального эффекта пока еще не доказана. 

Анализ связывания аналогов прогестерона позволяет ВЫЯСНИТЬ 
вклад той или иной части стероидной молекулы в формирование 
‘связывающего сродства [26]. Решающую роль играет ненасыщен. 

‘ная карбонильная функция в кольце А. В то время как насыще- 
ние кольца А, как в случае 5а-дигидропрогестерона, оказывает от- 
носительно слабое влияние на связывание, гидроксилирование 
3-кетогруппы приводит к резкому снижению связывающей способ- 
ности. Наличие метильной группы в 19-м положении не является 
необходимым, поскольку некоторые 19-норстероиды очень легко 
связываются рецептором. Одной из немногих модификаций стеро- 
идной молекулы, приводящих к увеличению связывания, является 
ирование в положении С-21. При исследовании многочислен- 
тогов прогестерона было обнаружено, что стероид взаимо- 
`с рецептором и а-и В-поверхностями; следовательно, мо- 
имому, почти полностью окружена связыва- 
рецептора. Подобное предположение находится в 
данными рено кинетике процесса связыва- 
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Рецепторы птиц и млекопитающих несколько 
своим связывающим свойствам [13, 26]. Синтетич 
содержащие уксуснокислую группу в 17-м положении (наприме 
хлормадионацетат и медроксипрогестеронацетат), относительно ;. 
ен |  рошо связываются рецепторами прогестерона млекопитающих (че- 

о, ловека), но практически не активны в отношении рецепторов цып- 
лят. Менее выраженные различия обнаружены и для некоторых 
ъ других соединений [26]. Кинетика связывания прогестерона в этих 

№ двух системах также существенно различается. Так, константа ско- 

рости диссоциации комплекса прогестерона с рецептором матки 

у мышей составляет примерно 5. 10-3 с (+, л=бмин) [13], т.е. дис- 
: социация происходит гораздо быстрее, чем в случае цыплят. Свя- 
о зывающие свойства рецепторов прогестерона матки имеют значи- 
тельные видовые различия и в пределах класса млекопитающих. 
Например, скорость диссоциации гормон-рецепторных комплексов 
сильно различается у разных видов: у мышей и крыс она гораздо 
выше, чем у хомячков и морских свинок [13, 24, 33]. Специфичность 
связывания рецепторами прогестерона у различных млекопитаю- 
щих очень сходна; исключение составляют лишь реценторы мор- 
ских свинок, которые очень слабо связывают синтетические про- 
гестины, содержащие ацетатную группу при С-17 [39]. В осталь- 
ных отношениях рецепторы морских свинок очень сходны с 
рецепторами других видов животных. ее 


различаются по 
еские прогестин Ы, 


Б. Структура и состав 


Поскольку получение высокоочищенных препаратов реценто- 
ров— задача довольно трудная, большая часть физико-химических 
_ свойств прогестеронсвязывающего рецепторного белка была изуче-_ 


проводили при самых разнообразных _ 
ось Би м нк = 
‹ комплекс, имеющий в условия С 
_седиментации 8 $ [4, 5]. Однако, как” 
: ведение рецепторов при 
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8$-комплекса и повышение содержания 45-комплекса: ОлИчест, 
же 65-комплекса при этом о не менялось. Сходные о 
зультаты получили Стансел и др. [41], показавшие, что степен, 
агрегации эстрогенных рецепторов матки зависит от концентрации 
цитозоля. Значение существования различных форм Рецептор 
пока еще не установлено. 
В присутствии 0,3 М КС! более крупные формы рецепторов об 
ратимо переходят в форму с коэффициентом седиментации Коло 
4$ [4, 36]. Такое действие ионной силы на седиментационные свой. 
ства является общим для рецепторов почти всех стероидных 
гормонов [42]. По-видимому, в зависимости от изменений В Концен. 
трации солей рецепторы подвергаются процессам агрегации или 
дезагрегации; тип и количество субъединиц, участвующих в этих 
процессах, однако, точно не установлены. В форме частично очи. 
щенных препаратов рецепторы теряют способность к образованию 
агрегатов и сохраняют коэффициент седиментации 4$ в условиях 
среды и с высокой, и с низкой ионной силой [38]. Объяснения дан- 
ному факту до сих пор не найдено, но возможно, что некий фактор 
или субъединица, необходимые для формирования агрегатов, в 
процессе очистки теряются. 
Формы рецепторов птиц, обнаруживаемые в среде и с высоким, 
и с низким содержанием солей, в основном представлены, по-види- 
мому, кислыми белками. На основании результатов исследований 
поведения рецепторов при центрифугировании, электрофорезе п 
’  Гель-фильтрации были определены молекулярные веса связываю- 
| щих компонентов с коэффициентами седиментации 7—8 и 45. По 
_ данным гель-электрофореза молекулярный вес наиболее крупной 
фор рецепторов, обнаруживаемой в среде с низким содержани- 
_ ем солей, равен около 360 000 [5]. 
ага ‘ показали, что форма рецепторов, обнаруживаемая в средес 
высоким содержанием солей, является гетерогенной. Полученные 
м способом величины молекулярного веса колеблются от 86 
в завис от а расчетов [5]. При определенни 
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к \ аи О’Мэлли [38], установив 
дер у ших, что при помощи хром ы 
фин на ДЭАЭ-целлюлозе можно получить две формы ео 


\ (обозначенные А- и В-формами). Эти формы обладали одина- 
ковой способностью к связыванию стероидов, но несколько раз 


а | 

м, личались по стабильности и седиментационным свойствам. В усло- 
| — виях высокой ионной силы обе эти формы седиментировали в об- 

\ ласти 4$, в среде же с низкой ионной силой форма В оставалась 


О неизменной (4$), а форма А обнаруживала склонность к агрегации 
ам к 


и потере связывающей активности. Формы А и В различались так- 
\ же по способности о А м с компонентами клеточного 
м ядра [8] (см. ниже). Было обнаружено, что содержание компонен- 
“ть тов А и В в цитозоле яйцеводов примерно одинаково и что эти ком- 
,  поненты, по-видимому, не превращаются друг в друга. 
Цитозольные рецепторы прогестерона недавно были очищены 
до состояния, близкого к гомогенному [43]. Но даже после такой 
высокой очистки фракцию рецепторов всееще удавалось разделить 
с помощью ионообменной хроматографии или гель-электрофореза 
на компоненты А и В. Эти результаты дают основание думать, что 
формы А и В действительно представляют собой разные компо- 
ненты, а не являются одной и той же молекулой, ведущей себя по- 
разному в результате связывания с нерецепторными компонента- 
ми. Однако близкое сходство в размерах и связывающих свойст- 
вах компонентов А и В позволяет думать, что эти компоненты, 
возможно, возникают из общего предшественника. Для дальнейше- 
го изучения физико-химических различий между этими формами 
рецепторов и возможности их взаимопревращения ш Уго и ш \1- 
уо требуются дополнительные исследования. 
Как показали недавно Шерман и др. [37], цитозольные рецеп- 
_ торы прогестерона можно превратить в меньшие по размерам про- 
гестеронсвязывающие единицы с константой седиментации 2,65 и 
® мол. весом около 20000. Для этого препараты рецепторов обраба-_ 
° тывают двухвалентными катионами, среди которых наибольшей | 
в: гивностью обладает кальций. Механизм этого явления не = 
влен; было высказано предположение, что кальций (возмож- 
иестно с другими факторами цитозоля) о. тс 
‚ вызывая их распад или диссоциацию на су ъедини- 
- ‘собой не‘ атимый | по- 
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| млекопитающих известно мало; попытки их ОН НОСЯТ и и ето 

предварительный характер. Рецепторы ‘матки кроликов Фракци Эй 

нировали путем осаждения сульфатом аммония и гель-фильтраци } с 

на агарозе [21]. Опубликовано также предварительное Сообщени, А 

об очистке рецепторов матки человека с помощью аффинной ро. 60 

матографии на дезоксикортикостерон-сефарозе [46]. Однако и ПРИ от 

пользованные методы и свойства очищенных рецепторов не быт асе 


пока детально описаны. Гормон-рецепторные комплексы большин. фра" здей 

ства видов животных седиментируют в условиях низкой ионной И 

силы со скоростью 6—75 [18, 20—22, 25, 29]. Однако рецепторы 

человека, беременных кроликов и беременных морских СВИНОК 
образуют с гормоном комплексы, седиментирующие со скоростью 
4$ [17, 25, 27, 28, 47]. Как и в случае других рецепторных систем 
добавление соли (0,3 М КС!) приводит к превращению рецепторов 
с коэффициентом седиментации 6—7 $ в компонент с коэффициен. 
том седиментации 4 $ [18, 20—22, 25, 29]. 

Рецепторы млекопитающих, как правило, очень нестабильны; 
их стабильность, однако, удается существенно повысить добавле. 
нием 20—30% глицерина [13]. Кроме того, при градиентном цен- 
трифугировании глицерин способствует седиментации рецепторов 
в виде более узкой зоны и снижает скорость диссоциации гормон: 
рецепторных комплексов. Хотя механизм подобных эффектов гли- 
церина не установлен, его использование значительно облегчает 
изучение рецепторов. В последнее время интерес к рецепторам про- 
гестерона млекопитающих существенно возрос, что, по-видимому, 

т в ближайшие годы к значительному прогрессу в этой 
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КОМПОНЕНТАМИ КЛЕТКИ паза 

`Некоторую ясность в вопрос о 
может внести изучение их 
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м полученными данными и результатами исследований ш у1уо. Н 
у 1 -. 


ены результаты последних ис Й 
е привед следований, в 
ы бесклеточных системах на рецепторах прогестерона Ре. 


А Связывание с компонентами ядра 


При соответствующим образом подоб 
плекс прогестерона с рецептором связывается т уйго хроматиновой 
фракцией клеточных ядер яйцеводов птиц. В ранних работах было 
установлено, что в результате инкубации неочищенного ядерного 
осадка. с цитозолем, содержащим ЗН-прогестерон, значительная 
часть гормон-рецепторных комплексов связывается ядерной фрак- 
цией [6]. Этот факт послужил основой для исследований, в которых 
уже очищенные неповрежденные ядра инкубировали с цитозолем 
яйцеводов при самых разнообразных условиях [51, 52]. После 
инкубации ядра и цитозоль вновь разделяли и определяли коли. 
чество гормон-рецепторных комплексов, экстрагируемых из ядер 
0,4 М раствором КС|, и количество комплексов, оставшихся в ци- 
тозоле. Было обнаружено, что в такой системе связывание ядрами 
гормон-рецепторных комплексов зависит от температуры и време- 
ни инкубации. При 0°С это связывание было очень небольшим, а 
при 25°С перемещение гормон-рецепторных комплексов из цитозо- 
ля в ядра, судя по захвату рецепторов ядрами и по исчезновению 
рецепторных белков из цитозоля, было значительным. При 37°С 
комплекс гормона с рецептором был очень нестабильным: через | ч 
инкубации при этой температуре ни в цитозоле, ни в ядрах прак- 
тически не оставалось гормона, связанного с рецепторами. 

‚ Возникает важный вопрос: отражает ли связывание рецепто- | 
ров ядрами, наблюдаемое ш уйго, процесс, происходящий ш \1%0. 
Существует ряд данных, позволяющих ответить на этот Е 
‘Утвердительно. Во-первых, наблюдаемый ш уго процесс 
от температуры аналогично тому, что наблюдалось ‹ 
ции интактной ткани с прогестероном.. 
р, инкубированных 11 уйго, неотличи и 
ых из ядер яйцеводов цыплят, получавших `В 
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а‘ 


ков изменяется в зависимости от ионной СИЛЫ инкубационноя 


С 

ды: при увеличении концентрации соли этот уровень сниж ности 

[52]. Происходит ли при этом истинное насыщение ядерных у 1 тер’. 09 

ков связывания, не установлено. а, ши елей 

Влияние температуры на связывание рецепторов ядрами. ое фич 

блюдаемое при совместной инкубации ядер и цитозоля при ыы ее я 

м является, по существу, влиянием на цитозольную фракцию г пе для 

| Если прогреть один цитозоль при 25°С, то при его последую | ва луч 

инкубации с ядрами при 0°С рецепторы хорошо связываются |. т я 

рами. Эффективность прогревания для «активации» рецептор ХР еобхо; 

т.е. превращения их в форму, взаимодействующую в бесклеточни а птор‘ 

| системе с ядрами, была установлена и в случае рецепторов других нат сп 

| т стероидных гормонов — эстрогенов [53—56], андрогенов [57—59 р с бел 

о глюкокортикоидов [60—62] и минералокортикоидов [63]. в Ри 
Г Для того чтобы молекулы рецептора могли модифицироватья ди 


под влиянием прогревания в активированную форму, по-видимому, 
необходимо, чтобы рецептор сначала образовал комплекс со сте. 
роидом. Попытки выявить корреляцию между активацией рецет. 
торных молекул и изменением их физико-химических свойств были 
наиболее успешными в случае рецепторов эстрогенов. С помощью 
градиентного центрифугирования в растворах сахарозы с исполь: 
зованием буферов с высокой концентрацией соли было обнаруже 
но, что комплекс эстрогена с рецептором цитозоля матки крыс 
после прогревания при 25° С седиментирует как 5 $-единица, а 08 
прогревания — как 4 $-единица [42, 54, 64]. Подобные различия не 
_ Обнаружены, однако, в случае рецепторов прогестерона, которые 

_ седиментируют при центрифугировании в градиенте концентраций 
_  сахарозы в присутствии высокой концентрации соли как 4 5-еди* 
ница, независимо от того, прогревался пред этим цитозоль или нет 
_[51. Таким образом, физико-химические изменения рецепторо 
прогестерона, сопровождающие их активацию, данным методом 1 
ляются. 
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м, \ вопроса о том, какой из этих механизмов имеет место в действи- 
о у тельности, необходимо использовать более тонкие методы экстрак- 

й ции и очистки белков хроматина. В этом направлении делаются 


№ определенные успехи, что, возможно, приведет к идентификации 
специфических белков, которые либо сами по себе, либо в ком- 


\ ко 
} — плексе с ДНК являются ядерными акцепторными местами связы- 
ую ъ вания для стероид-рецепторных комплексов. 

а Полученные результаты по связыванию рецепторов ДНК и 


хроматина могут быть интерпретированы с точки зрения гипотезы 
о необходимости обоих типов связывания для функционирования 
| рецепторов [8, 48]. Возможно, ядерный рецепторный комплекс 
узнает специфические локусы хроматина с помощью взаимодейст- 
вия с белками. Тогда прикрепление к таким локусам будет приво- 
дить к направленному связыванию рецепторов специфическими 
участками ДНК, обеспечивая регуляцию фенотипического выра- 
жения генов. 

Связывание с ДНК и хроматином укладывается в схему, пред- 
полагающую существование двух типов рецепторов, каждый из 
которых взаимодействует либо с ДНК, либо с хроматином. Эта 
модель основывается на результатах исследований Шрейдера и др. 

[8] и представляет собой попытку объяснить различия в связываю- 

щих свойствах рецепторных компонентов А и В, разделяемых при 

хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе. Только компонент А связы- 
вается с ДНК, в то время как компонент В обладает высоким 

сродством к изолированному хроматину. Согласно этой модели, А- 

и В-формы рецепторов могут действовать в ядре совместно: одна — 
_связываясь с белком, а другая — с ДНК. Но не исключено также, 
что компоненты А и В представляют собой два функциональных 
состояния одной и той же рецепторной молекулы. ш \!\о эти со- 
® стояния могут последовательно меняться, так что. сначала рецеп- = 

_ тор прикрепляется к белкам хроматина (в форме В), а затем к — 
к (в форме А). Совершенно ясно, что для выяснения вопроса 
м, какой же из этих механизмов имеет место в действительно- 
необходимо проведение дальнейших исследований. 
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|. | 
5 5 т Й | 
И роае через еетиЗленный углеродный мостик. | 
содержал приблизительно 2 мкмоль связанного АТФ в” - | 
Приведенные данные о сродстве рецепторов пром | 


рог ы . 
водов кур к АТФ нашли подтверждение при ”. гестерона яйце. 


матки коров. Цитозоль прежде всего <фракционирона рецепторов | 
п оатом аммония (35% насыщения) для Е м | | 
иала с низким молекулярным весом. Наши первые мт мате- | 
сделанные в этой работе, представлены на рис. 1. При п ми | 
препарата рецептора через колонку АТФ-сефарозы о | 
связанный °Н-прогестерон адсорбировался гелем. Гормон м 
лось проэлюировать с колонки 1,0 М КС! (рис. 1, А). СА ”-. 
метить, что в этом эксперименте концентрация рецептора в реза | 
| 
| 


`_ рате была относительно высокой, благодаря чему 90% зН-прогес- 
р терона находилось в комплексе с белком. В большинстве 
последующих экспериментов связанный гормон составлял лишь 
50% суммарного, что приводило к появлению значительного коли- 
чества  ЗН-прогестерона, не  задерживаемого на колонке 
(рис. 1, БГ). В некоторых опытах в рецепторных препаратах 
перед нанесением их на колонку определяли связывание гормона 
методом адсорбции на угле. После хроматографии измеряли выход 
общего количества ЗН-прогестерона и меченого гормона, элюиро- 
вавшегося с колонок 1 М КС|. Более 90% наносимого на колонки 
3Н-прогестерона обнаруживалось в элюате: при этом содержание 
3Н-прогестерона во фракциях, элюировавшихся 1 М КС|, состав- 
ляло по меньшей мере 80% того количества гормона, которое было 


ТБ. 
на одина-_ 


ормона должен. 
ецепторами ( 
ьно, было обнару? 
приводит к практич 
` колонки. В дальнейш 
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ственно с АТФ, две пробы препарата рецепторов Фракциони 
ли на одинаковых аффинных колонках, причем одна из проб 
держала 1 мМ АТФ. Связывание рецепторов этой пробы с АТО 
сефарозой (концентрация нуклеотида 9 ММ) Конкурей Ф. 
подавлялось (рис. 1, Г). Добавление более высоких концентрацо 
АТФ (выше 5 мМ) полностью блокировало связывание ор 
рецепторного комплекса с АТФ-сефарозой. он. 


ред. 
Рова. 


р Таблица 1 

у Влияние различных нуклеотидов на связывание 

| ЗН-прогрестерон-рецепторных комплексов 

| АТФ-сефарозой ! 

| х м— 

Г | 

| Нуклеотид Выход связанной радиоактивности, имп/мин 
(Е мм) 


(1) (1) 
Е 


Контроль 7660 10 730 
УТФ 7900 11 880 
ЦТФ 8450 — 
ГТФ 8750 -- 
АТФ 4420 6 260 
АДФ 7570 12 360 
АМФ 7420 9 840 

Циклический 8880 10 760 
АМФ 


' Перепечатано из работы Мауджила и Тофта [65], стр. 904, 
_ © разрешения журнала Ргос. МаЦ. Асаа. $1. 9$А. 


й конкурентный анализ был использован для изуче- 
ости связывания нуклеотидов  прогестерон-рецеп” 
иплексом. Условия экспериментов были идентичны 
подписи к рис. 1, Г с той лишь разницей, что к пробе. 
м на колонке добавляли различнр® 
у . нуклеотидов 


_ о. 
м ы 


. В & 
1 ыделение ци ц зучение рецепторов С 
[в] проге терона 2 


ва м 
к № бах 6 
| масштабах без снижения специ | 
м) м а элюция рецепторов 1 М КС! о выхода. Ступен- | 
ких ( ви 95-кратную очистку с выходом 85—980 еспечивает более. | 
На рис. 2 показан профиль элюции 
ым "  АТФ-сефарозы с помощью градиента конц 
м ный прогестерон элюируется ввиде одного 


рецепторов 

С колонки 
ентрации КС!. Связан- | 
пика при концентрации 


Рис. 2. Аффинная хроматография ЗН- 
прогестерон-рецепторных комплексов яй- 
цеводов кур-несушек на АТФ-сефарозе. 
Препарат цитозольных рецепторов фрак- 
ционировали сульфатом аммония и ин- 
кубировали с зЗН-прогестероном. Пробу 
(0 мл) наносили на 10-миллилитровую 
колонку со скоростью 0,2 мл/мин. За- 
тем колонку промывали буфером А, со- 
держащим 0,2 М КС|. Собирали 20 
фракций, по 4,15 мл каждая. После это- 
то проводили элюцию градиентом кон- 
центрации соли (0,2—1,0 М КС) со 
скоростью 0,4—0,5 мл/мин. Объем со- 
бираемых фракций равнялся 1,8 мл. 
В аликвотах (0,1 мл) каждой фракции 
измеряли радиоактивность (Г) и белок 
(ПП). Концентрацию КС! (ПГ) определя- 
р оиетрически. Для концентра- 
ций белка и КС! использована одна и 

та же шкала. 10 20 10 20 30 40 


[> 
®—-» Белок, мг/мл 


©—о кс, м-10 


оо ЗН-прогестерон, (имп/мин)-1073 
^^ 


‚Номера фракций 


КС! 0,6 М. При последующем анализе этого пика на ДЭАЭ-цел- 
люлозе было обнаружено наличие обоих рецепторных комис 

° АиВ. При раздельной хроматографии компонентов А и г 
° Лонках АТФ-сефарозы оба компонента запер 1 
ках. Следовательно, рецепторные компоненты АнВне раз 
по связыванию с АТФ. т 
роль торов прогестерона ко га 
ьку связывание рецепторов т т а 


атимо, казалось очевидным, что. 
буфером, содержащим › 
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| в после их аффинной хроматографии. До (рис. 4 нер2 
| бас. 4,Б) очистки рецепторный комплекс седиментиро) то 
| как 45-единица. Хотя основная часть гормон-рецепторных ри как 
| плексов и осаждалась с коэффициентом седиментации ‚ 

| условиях как низкой, так и высокой концентрации соли (0,01 т 
или 0,3 М КС|), исходный материал, выделенный осаждение #8. 


| 
1 
} 
| 


т 
© 


® 
Белок, мг/мл 


[*-] 


5 016520 50 15 20 255 1015 
Номера фракций 


. Элюция ЗН-прогестерон-рецепторных комплексов с колонки АТФ-сефар- 
ю АТФ. Инкубацию пробы с радиоактивным гормоном и ее нанесение 
как описано в подписи к рис. 2, После промывки ко 
ржащим 0,1 М КС|, колонку промывали тем же буфероь 
Ф. Собирали 25 фракций, по 1,81 мл каждая. Затем ко- 
мывали буфером А, содержащим 1 М КС! и собирали фракции ос 
мл. В аликвотах О мл) каждой фракции определяли сод 
(1) и белка (1/). Светлые кружки — белок; темные 
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ое 
о Вию неравновесных условий хрома ографии. Св 


Ам ецептором носит, очевидно, ионный, а не т ь 
\ так как оно разрушается под действием высокой кн: 
“ соли и так как рецептор можно повторно хроматог т: 
на АТФ-сефарозе. ров 
Эсперименты, поставленные для решения вопроса об участии 
двухвалентных катионов в связывании рецепторами АТФ, носят по- 


Зн- прогестерон ‚(имп/мин)-107 в 


5 0 6 20 5 


Верх Верх 
Номера фракций 


10 15 


— Рис. 4. Центрифугирование в градиенте концентрации сахарозы ЗН-прогестерон- 
ых комплексов яйцеводов кур-несушек до и после очистки. Пробы 
наслаивали на 5—20%-ные градиенты сахарозы, содержащие 0,01 М (1) 
‚М (П) КА. Центрифугирование проводили в течение 16 ч при 150 000 & 
е стандарта использовали МС-овальбумин (3,7 $). А. Материал до очи- 
рат рецепторов, полученный фракционированием сульфатом аммония, 
с 6.10-М На 3 ч. Б. Материал из фракции, соответ- 
‘максимуму элюции ЗН-прогестерон-рецепторных комплексов. 
ы буфером А, содержащим 1М КС!. Для сни й 
нанесением на градиенты разводили 3 
‚ РН 8,0. Светлые кружки — низкая ко! 
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Мунк и сотр. [67, 68] предположили, что АТФ облегчает пре 2160 
ние рецепторов глюкокортикоидов из формы, которая не свя НИ ГР 
гормона, в форму, связывающую гормон. Наблюдавшееся ак ро очи 
связывание АТФ, однако, не оказывало существенного ЛИ Нами | з2КА 


на структуру рецепторов, ни на их способность взаимодейст АЯ тело | 
с прогестероном. На основании работы Иши и Ароноу [69] и. и на = 
предположить, что АТФ способен стабилизировать комплексы [лу фи оделей г 
кокортикоидов с рецепторами. тк. ром мето 

Можно было бы также рассматривать АТФ в качестве ИСточ Эт олненй 
ка энергии для транслокации рецепторов из цитоплазмы в я ы = следую, 
170, 71] или для истинного функционирования рецепторов в хрома, р молеку, 


тине. АТФ может играть роль и эффекторной молекулы, вы 
щей конформационные изменения рецепторов. Дальнейшее 
ние взаимодействия рецепторов с АТФ должно, очевидно 
к лучшему пониманию механизма действия гормонов 3. 


Зываю, | омывка М ) 
иЗуче. стеройда» 
‚ привести занного 


ТУ. ОЧИСТКА РЕЦЕПТОРОВ 


За последние годы в очистке рецепторов достигнут значитель- 
ный прогресс, и теперь уже в нескольких лабораториях осущест. 
влено выделение рецепторов эстрогенов и прогестерона [43, 72 
74]. Шрейдер [75] описал несколько удобных методов очистки, 
которые можно использовать применительно к рецепторам про: 

_ тестерона птиц. Обычно первой стадией очистки является осажде- 
ние цитозольных рецепторов сульфатом аммония (30—35% насы: 
_ щения). Данная процедура, как правило, обеспечивает очистку 
рецепторов в 20—30 раз с хорошим выходом. Эту фракцию може 
затем хроматографировать на ДЭАЭ-целлюлозе, фосфоцеллюлозе 
'дроксилапатите. Рецепторы принадлежат к тем немногим 
которые обладают существенным сродством и к ДЭАЗ 
_ целлюлозе, и к фосфоцеллюлозе. Хотя рецепторы являются КИС 
ками, их молекулы, очевидно, содержат основные уча 


ые взаимодействовать `фосфоцеллюлозой. Ко» 
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рецепторов прогестерона 953 


ить, либо включив в последовательность 
, 

р оматографических процедур, упомянутых выше 
заключительной стадии после описанной ниже 


ности в использовании 

работе Сика и др. [73], 

чень важно соблюдать 

выбор участка стероид- 

алу колонки; 6) полная 

тероидом от свободного 

для элюции прочно свя- 

жет быть выполнено за 

счет непродолжительной инкубации аффинного матрикса в при- 
сутствии высокой концентрации свободного гормона при повышен- 
ной температуре. Такая процедура дает возможность рецептору 
перейти из комплекса со стероидом, связанным с матриксом, в 
комплекс со свободным гормоном, используемым для элюции, 
Аффинная хроматография на матриксе с иммобилизованным 
стероидом была недавно использована Куном и др. [43] для очистки 
рецепторов прогестерона птиц. Аффинный матрикс получали при- 
соединением дезоксикортикостерона к бычьему сывороточному 
альбумину, который в свою очередь присоединялся к сефарозе-4В. 
Поскольку рецепторы прогестерона обладают высоким сродством 
к дезоксикортикостерону, они могли избирательно адсорбировать- 
ся аффинным матриксом. Рецепторы элюировали, суспендируя 
матрикс в течение | ч при комнатной температуре в растворе, со- 
Держащем свободный прогестерон. Использование лишь одной 
этой процедуры дало по крайней мере 2000-кратную очистку ре- 


® Цепторов с выходом приблизительно 15%. Дополнительная, 


трафическая процедура с использованием Д 
зволила достичь 4000-кратной очистки. рае 
ержал обе формы рецепторов, А и В. М 
ых препаратах, судя по их размерам, сп 
оиды и взаимодействию с изолированным 
и 1 молекулам рецепторов в. 
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у. ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Несмотря на наблюдаемый сейчас значительный прогрес 
химии гормональных рецепторов, биохимические механизмы 
мон-рецепторного действия остаются неясными. По-видимом о 

неясность сохранится до тех пор, нока не будет воспроизведь Е 
бесклеточной системе весь спектр гормон-рецепторной активное 
Как обсуждалось в разд. Ш, бесклеточные системы ИСПОЛЬЗУЮ» 
в настоящее время для изучения связывания гормон-рецепторны 
комплексов изолированными компонентами ядра. Так, Спелеберт 
и др. [77] недавно сообщили о получении высокоочищенной фрак. 
ции кислых белков хроматина, которая, по-видимому, принимает 
| участие в связывании прогрестерон-рецепторного комплека 
Биологическое значение результатов исследований связывания в 
бесклеточных системах, однако, неоднократно подвергалось сом- 
нению [60, 78, 79]. Вероятно, сомнение будет оставаться в силе до 
тех пор, пока биологическая функция рецепторного комплекса 
не будет выявлена ш УЙго. О’Мэлли [80] сообщил предваритель- 
ные данные о том, что прогрестерон-рецепторный комплекс при 
_ добавлении к изолированному хроматину усиливает инициацию 
синтеза РНК РНК-полимеразой. Не исключено, что в основе на- 
блюдавшегося ранее феномена стимуляции синтеза РНК в изолиро- 
ванных ядрах под действием комплексов рецепторов с эстрогена- 
ми и андрогенами [81—84] также лежит усиление инициации. 
В настоящее время подобные результаты следует воспринимать с 
осторожностью, поскольку используемые в таких исследованиях 
ы чрезвычайно сложны и пока не изучены в. достато 
мн. нее эти данные вселяют надежду, что примене 
мических подходов в исследованиях Ш уго 
‘раскрыть механизм действия стероидных 
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Глава 12 


РЕЦЕПТОРЫ ГОРМОНОВ 
В ОПУХОЛЯХ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 


В. МАК-ГАИР, Г. ЧАМНЕСС, М. КОСТЛОУ И К. ГОРВИЦ 
Перагётепй о! Мед1сте 


Тре ОшуегзЙу о{ Техаз НеаЙН $с1епсе Сеп{ег 
бап Апоп!о, Техаз 


1, ВВЕДЕНИЕ 


3 Молочные железы человека чувствительны к действию многих 
| гормонов, причем наиболее выраженное влияние оказывают, ложа- 
1 луй, эстрогены и пролактин. Есть все основания думать, что гор- 
‚ мональный контроль может сохраняться и по отношению к опу- 
холямМ, возникающим при злокачественном перерождении клеток 
молочной железы. Первое прямое доказательство существования 
По контроля развития рака молочной железы было 
учено 79 лет назад, когда регрессию метастазирующих опухо- 
удалось вызвать с помощью овариэктомии [1]. К сожалению, 
шь в 30% случаев опухоли чувствительны к овариэктомии. 
шая часть таких опухолей сходным образом реагирует также 
на адреналэктомию или гипофизэктомию [2]. Поэтому трудно 
пить, какие же именно гормоны являются первичной при- 
роста опухоли. Вследствие этого такие чувствительные 
п опухоли называют просто «гормонозависимыми» 5 
. нормальная ткань-мишень содержит иф1 { 
ы для` соответствующего гормона: для. 
гатические белки, для полипептидов — рецепторы" 5 
поверхности. В гормонозависимых опухолях также. 

ГС то время как гормононезависимые, или авт 
‚данным, часто бывают На: 
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9. В процессе злокачественного перерождения клетки ! я р [ 
может сохраниться либо вся, либо только часть поп Вней | кре Е 
рецепторных связывающих мест нормальной клетки, ЯЦии - 

клетка сохраняет рецепторные места связывания, то ев сли вой, 

и функционирование, так же как рост и функциониров от Ме 

нормальной клетки, могут регулироваться гормонами. те. ве 

вследствие злокачественного перерождения клетка ть Е пиво 

ет НР 


рецепторы, то такая клетка перестает опознаваться цирк 
рующими гормонами как клетка-мишень, и, следоват 
| эндокринный контроль оказывается утраченным. 

3. Наличие специфических рецепторов в опухолевой тк 
| ни молочной железы может, таким образом, указывать на Г. 
| зависимость от гормонов. Этот признак помогает выявить 
. именно те 30% больных раком молочных желез, которым 

эндокринная терапия действительно полезна. 

Рассмотрим теперь в отдельности каждый из тех полипептид: 
ных и стероидных гормонов, о которых известно, что они влияют 
на рост рака молочной железы. Мы попытаемся разобраться в 
механизмах, при помощи которых действуют эти гормоны, а в тех 
случаях, когда это будет возможно, постараемся выявить пато- 
физиологические корреляции. Хотя определенные данные относи- 
тельно опухолей молочной железы человека уже получены и мы 
их рассмотрим, однако ббльшая часть исследований, посвященных 
гормонозависимым карциномам молочной железы, выполнена на 
животных. В качестве моделей таких карцином особенно широкое 
распространение получили индуцируемые канцерогенами опухоли 
молочной железы крыс, подвергающиеся регрессии после удале- 
‘ния эндокринных органов. Методы индукции и удаления таких 
ей, их гистология, эндокринологические аспекты и различ 
ерментативные системы подробно обсуждаются в специаль 
обзорах [4—9]. Удобными моделями для изучения эндокрино 
и рака служат также некоторые линии трансплантируемых 
й МО. й железы крыс [10—12]. НЫ 


Ули. 
ельНо, 


- тю 
о 
Ча 12. Рецепторы го —4 
р гормонов в 
к Имоное о опрколяк молочной модевы № 


й —_ | 
259 | 
Км _ и 
Ах азмеров опухолей у адренал- у 
у \. Х х ы [15]. : овариэктомированных 
рые кр 3. Ежедневное введение антисыворотки к п 
Кд АА и, водит к регрессии опухолей у 50% рые с Иа при- 
Ва АХ диметилбензантраценом (ДМБА)  пухолями В иРованными 
| м цы | введение таким животным нормальной сНвОрОтан а 
| : еее кроли 
м, к приводит к регрессии опухолей лишь в 13% Луча [7 


Сходные результаты были получены с антисыво 


хо ч ногипофизу [18]. роткой к аде- 


Указ алоиды спорынь 
Ааа | ‚4. Алк д рыньи подавляют секрецию пролактина 
Ма Г о о оможНо, прямо. на типофиз ‘и ина сини и 
Ж мы (19, 20]. Алкалоиды спорыньи подав у 
“ле, : давляют рост индуцирован- 
ть ных ДМБА [21—23] и спонтанных опухолей крыс [24]. В 624 
гех таких случаев наблюдалась полная ремиссия; большинство 
то опухолей, подвергшихся регрессии, не возобновляли роста 
р ОН В, после прекращения лечения [25]. Было показано, что комби- 


нированное введение эргокорнина и резерпина (которое, как 
известно, вызывает пангипопитуитаризм) столь же эффектив- 
но для стимуляции ремиссии опухолей, индуцированных 
ДМБА, как и гипофизэктомия [26]. Имеется прекрасный обзор 
по действию алкалоидов спорыньи на секрецию пролактина 
и зависимые от пролактина процессы [27]. 

5. Повреждения срединного возвышения серого бугра при- 
водят к стимуляции выделения пролактина и подавлению 
выделения других гипофизарных гормонов [28]. В результате 
таких повреждений происходит значительное увеличение раз- 
меров и числа индуцированных ДМБА опухолей [29, 30]. Им- 
плантация эстрадиолбензоата в срединное возвышение крыс- 
опухоленосителей вызывает повышение по сравнению с конт- = 
_ролем содержания пролактина в крови и знач 
_ увеличивает размеры и количество опухолей [31]. 
в эффектах пролактина собраны в 


®) 


на основательность вышеперечисленных 
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- РЕ ем 
наоборот, сопровождаются регрессией значительного др! 555 
таких опухолей. Поскольку поддержание размеров о вез 


Че 632 
пухоли и | ЖеЙе Хой нии 
каю хи ню 
Ю приводи" оф" мож р 


ее рост в период лактации зависит от стимулов, возни 
сосании, а предотвращение вскармливания грудь 


регрессии опухолей [37, 38], то эффект этот обусловлен, ко к | 18 п И 

то, пролактином. Однако на самом деле все гораздо сло че чувСт 

поскольку овариэктомия блокирует стимулирующее ей дальней 

догенного или экзогенного пролактина на рост опухоли, а а В иСПОЛР` 

| животным прогестерона снимает такой блок [37]. Эти а была клина В 

можно было бы объяснить просто тем, что стимуляция продакт пром ся 601 

| | ном роста опухоли в подобных условиях зависит от прогестерона ввод сонные 1 

| | однако прямых доказательств этому нет. , и 30 287 

1 . Ш р соде 

| Б. Рак молочной железы человека иже облет 

я объе 

| | Исследования, проведенные на опухолях животных, показали зо 
| -| что простым повышением или понижением содержания пролак Вы 
| | тина в плазме нельзя полностью объяснить рост и регрессию опу. т ЭЙ 
| жение, 


холей молочной железы. Это заключение подкрепляется результа: 
тами исследований, проведенных на людях. 

Физиологические данные, указывавшие на то, что пролактин 
представляет собой соединение, отличное от гормона роста, были 
получены уже давно [40], однако окончательно доказать это поло- 
жение удалось лишь в последнее время [39]. Не остается сомне 
_ний в том, что гипофизэктомия приводит к объективной регрессия 
стастазов опухоли молочной железы [41]. Это можно было бы 
ьяснить следующими ‘причинами: в результате гипофизэктомии 

коль лишается влияния пролактина и (или) гормона рост, 
возможно, непосредственно поддерживают ее рост; 
` гипофиза исчезают гонадотропины, что приводит к с" 
образования эстрогенов и прогестерона в яичниках; 
адренокортикотропина в надпочечниках снижается ‹ 
енников эстрогенов, а также прогестерона и гл 
ние попытки аться в. этом во! 
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А 


енами не вызывает дальнейшей ре 

ндрог ремисси ‹ - 

ре ` Более того, физиологические дозы к - молочной 

нют хода болезни у тех пациентов, у которых в о - 
- ате ги- 


томии наблюдался процесс ремиссии. Пол 
‹ ссматрива ‹ак с 
жно ра 2 — как доказательства определяющег 
значения гипофиза для роста опухолей молочной железы х 
а И ИХ р ост к эндокринной терапии. челове- 
В дальнейших исследованиях для выяснен 
была использована способность Г-ДОФА нов а. 
пролактина в крови [46—48]. Рядом исследователей 1-ДОФА 
вводился больным  метастазирующим раком молочных желез; 
полученные при этом результаты были различны [49—54]. Боль. 
шинство авторов сходится на том, что Г-ДОФА способен резко 
снижать содержание пролактина; во многих случаях наблюдается 
также облегчение болей в костях у больных с костными метаста- 
зами. Объективная же регрессия, однако, происходит нечасто, 
‘о, возможно, обусловлено неполным или временным характе- 
ром подавления секреции пролактина. Было выдвинуто предпо- 
ложение, что облегчение болей в костях в результате терапии 
1-ДОФА может быть использовано в качестве простого теста для 
выявления тех больных, которым показано оперативное эндокрин” 
ное лечение. Это предположение не было пока проверено на ста- 
тистически достоверном материале с надежным контролем. — 
Содержание пролактина у людей снижают также активные 
соединения спорыньи [55, 56]. К сожалению, объективная регр 
сия опухолей под действием этих веществ наблюдается р 
[57—59]. 
Возможность того, что содержание п 
ных раком молочной железы может быть ПО 
та по крайней мере в четырех работах [60— 63} Тем ее 

ном содер 

аболе 


пофизэк 


ученные ре Е 
таты мо резуль 


ролактина в крови у боль- 


труппа авторов сообщила о повышен 
‚У членов семей с высокой частотой 
_ железы [62]. Сообщалось также 
_Резерпин (который, как известно 
ина у человека), случаи забо, 
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| лока. И в то же самое время у всех этих больных Наблюда Эли г 
й определенные признаки объективной регрессии опухоли, № нал 


: с 
позднее эти важные клинические наблюдения нашли подтве 10 моется ое, 
:й ние при непосредственном измерении содержания пролактин ит оп" сохр 
| плазме больных с перерезанной ножкой гипофиза ы еле тоио 
| 


р о Пово Ио: 
метастазирующего рака молочнои железы [70]. У 8 из | та а аК ть у: 
больных наблюдалась ремиссия, которая длилась от 7 ме И 


| 

| 
Я 12 лет. У 5 из этих пациентов в период ремиссии содержание и 
лактина было повышенным. Содержание пролактина было так 
| повышенным у двух из тех трех больных, объективная ремисеня 
м у которых не отмечалась. Таким образом, результаты выключения 
Г функций эндокринных желез у людей, как и данные модельны 
экспериментов на животных, свидетельствуют о том, что биохну, 
ческие механизмы регрессии опухолей молочной железы после 
таких воздействий включают в себя не только изменение содер. 
жания пролактина в крови. 


В. Механизм чувствительности к пролактину 


Утверждения о том, что пролактин является единственным 
гормоном, к которому чувствительны гормонозависимые опухоли, 
являются, вероятно, преувеличением; тем не менее значение про- 
лактина в стимуляции множества биохимических процессов в 
молочных железах не подлежит сомнению. Эти процессы особенно 
интенсивно изучались на органной культуре; полученные резуль- 
ы недавно были суммированы в специальном обзоре [71]. Чет. 
‘объяснения феномему гормональной зависимости, однако, | | 
Ане дают. _ ыы, р 
полипептидные гормо 


ен 12. Рецепторы 
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Я ам 

жанна м Эти данные свидетельствуют о том, что гормональная м. 

т м в автономность раковых клеток молочной железы р 

т бы \ в. наличием или отсутствием рецепторов: а ормонозаваеи, 

а : о ухолевые клетки, подобно нормальным клеткам молочной 
| : 

си Час, 1 | железы, сохраняют поверхностно расположенные рецепторы, тог- 

) клетку 
ла ®} а как автономные к + теряют рецепторы, а следовательно, и 


0 ) г 
ь К Аа способность узнавать пролактин и отвечать на его действие. Пра- 
| и. вомочность этого допущения мы проверили путем сравнения со- 
ЗУльта Ная №1 держания рецепторов пролактина в нормальной молочной железе 


Данн М крыс и в гоРмонозависимых и автономных опухолях молочной 
Тот Ые > \ железы этих животных. 
оч М, Ото С ы Первоначально, для того чтобы избежать проблем, связанных 
Ной № с очисткой мембран, мы определяли связывание 125]-пролактина 
ЬКо ИЗме Ы в срезах ткани. В лактирующей молочной железе мы обнаружили 


насыщаемое связывание гормона с высоким сродством (Ка =2Х 
Х10-° М); на клетку приходится приблизительно 3000 рецептор- 
ных участков для пролактина. Из всех изученных нерадиоактив- 
ных гормонов лишь крысиный и овечий пролактин конкурировали , 
за связывающие участки [80]. 

После этого мы исследовали две линии трансплантируемой 
карциномы молочной железы МТУ. Одна из этих линий, 
МТ\/9-МЬ, растет у интактных крыс, но быстро регрессирует пос- 
ле удаления яичников. Содержание рецепторов пролактина в этой 
опухоли было таким же, как и в нормальной молочной железе. 
В этой опухоли имелись также значительные количества рецептор- 
ных мест связывания для эстрогенов. Напротив, в автономной 
линии МТ\У/9-МА, растущей и у гипофизэктомированных, ы у { 
овариэктомированных крыс, количество рецепторов пролактина —— 
й эстрогенов составляло лишь одну шестую от обнаруж +: 
В гормонозависимой опухоли [81]. Эти данные показываю 
рецепторы пролактина могут и сохраняться, и т 
_ < злокачественного перерождения и посл 

Молочной железы. Более того, потеря рецег 
_ ВаНия для пролактина, по-видимому, связана 
_ Тормонозависимости [82]. == Ро 


проведенные экспер 
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| 264 . т = 
т : ем ванне 
| чески или же это действие обусловлено прекращением рез} дир вести 
т опухоли, что обеспечивает выживание и рост клеток, содержа В рой" ном 
рецепторы эстрогенов. У ется л 


Хотя и мы, и другие авторы [81, 82, 85] предполагали с ю рода соде 
вование причинной связи между исчезновением рецепторов ‚. дей ‘ого, ! 
лактина и исчезновением гормональной зависимости в кет роде В 
ментальной опухоли молочной железы, ситуация Усложняе 
следующим наблюдением. Трансплантируемая карцинома мо] 91]. ^ олом. 
ной железы крыс К3230АС хорошо растет у овариэктомированни, тран 
самок крыс, вследствие чего считается автономной. В то же в ‚ мину [9 суще 
эта опухоль способна реагировать на действие пролактина сд, | 4 
тезом ферментов, которые, как считается, связаны с образован, | 6% 
ем белка молока [85—87]. В этой опухоли мы обнаружили нор. | ОПУ 

== мальное содержание рецепторных мест связывания для пролакти. 
на [80]. Ясно, что автономность в некоторых случаях имеет место 
и даже при сохранении рецепторов пролактина и чувствительности 
к этому гормону. Автономность карциномы К3230АС, возможю, 
‘обусловлена значительно более низким содержанием в ней её | и 
цепторов эстрогенов по сравнению с гормонозависимыми опузо. | ЦИ 
- лями [88, 89]. Позднее мы разберем это допущение подробнее. 
Наконец, не исключено, что в некоторых случаях злокачест 
венное перерождение приводит к активации на поверхности кле- 
ток молочной железы рецепторов иного типа, в нормальных усло 
_ виях не выявляемых. Это могло бы приводить к появлению чув 
вительности опухолевых клеток к действию гормонов, 
влияющих на нормальную ткань молочной железы. В этом случае 
и могли бы не отвечать на изменения содержания пролак 
ались бы поэтому автономными. В действительное 
лись бы зависимыми, но уже от других гормонов 2 
рецепторов пролактина было бы уже не столь важно. 
туация действительно имеет место в случае некоторых 
надпочечников [90]. к 
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| 

Нм ым В срединном возвышении, то ускоренный м повреждения 
мо п В подается лишь до 10—12-го дня, после чего, неба ОПУХОЛИ на- 
вое содержание пролактина, происходит ‘рее рЯ На повы- 

% Более того, приживаемость трансплантир й 
ма | железы крыс МТУ зависит, по-видимо 
ой. В Маро 97]. Рост.этих опухолей нарушается при и 
: продо № зстрадиолом, присоединенным к бычьему сывороточному альбу- 
А мину [98]. Суммируя сказанное, можно так определить значение 

оби», Образа изнологических концентраций эстрогенов: эстрогены являются 

Зружил | существенным, но не достаточным фактором роста определенных 

И опухолей молочной железы. 

С другой стороны, фармакологические дозы эстрогенов вызы- 
вают регрессию опухолей молочной железы [99]. Этот парадок- 
сальный эффект эстрогенов может быть связан с подавлением 
стимулирующего действия пролактина, поскольку данный эффект 
исчезает при повышении содержания пролактина за счет стимуля- 
ции секреции эндогенного гормона [100] или введения экзогенно- 
го пролактина [101]. 

К настоящему времени получены важные сведения, касающие- 
ся внутриклеточного механизма, обеспечивающего действие эстро- = 
генов и на опухоли молочной железы крыс, и на рак молочной = 
железы человека. Теперь мы перейдем к рассмотрению отдельных - 
сторон этого механизма и их роли в эндокринном контроле рако- 
вых клеток молочной железы. : 


А. Локализация эстрогенов в чувствительных опухолях 


В 1959 г. исследователи двух лабораторий сообщили, 
введении ‘подопытным животным эстрогенов, к 
активную метку, эти гормоны накапливаются в 
торые либо чувствительны к эстрогенам, 
[102, 103]. Вскоре после этого были прове 
° ВВедением тритированного гексэс 
источника эстр 
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пользовать для предсказания чувствительности отде одим орм 
больных. Льны, | © ых ‚) я 
Сходные результаты были получены на эксперименталь ииой р 


карциномах молочной железы; ш уЙго гормонозависимые оп 
захватывали больше эстрогенов, чем автономные опухоли 
| 116]. Это поглощение гормона ш УЙго можно было 
| подавить синтетическими аналогами эстрогенов, тогда 
сительно низкий уровень захвата гормона другими тканями, таки этой ау 
ми, как мышечная, не подавлялся, что указывает на специй" | ши я 
ность захвата эстрогенов опухолями. Основываясь на этих анны ито о 
Дженсен предположил, что для предсказания чувствительности; | МЫ оно 
адреналэктомии можно было бы использовать метод определения эстрог пр 
захвата гормонов образцами опухолевой ткани т уйго. К настоя. | ВИЗ 
щему времени в тканях-мишенях, включая и опухоли, обнаружены не 
рецепторы эстрогенов [117—119], которые, очевидно, и определя. | ЦИЯМИ 
ли выявленный ранее специфический захват эстрогенов ЭТИМИ 
тканями. Последовавшие работы по прямому выявлению рецеп- 
торов в опухолях молочной железы и изучению их роли поставили 
вопрос о возможности использования результатов по определе 
нию содержания рецепторов для предсказания гормонозависимо- 
сти. В следующих разделах будут представлены наши собствен. 
ные данные, касающиеся этой проблемы. 


Уи | ов и 
[109 “при 
полность, 

Как отн. | 


ы Б. Гормонозависимые опухоли молочной железы крыс 


Сначала мы доказали наличие эстрогенных рецепторов в ци 
топлазме гормонозависимых опухолей путем инкубации цитозоль- 
ной фракции с тритированным эстрадиолом (3Н-Э) и нанесением 
нкубационной, смеси на колонки с сефадексом С-100. Большая | 
ЗН-Э, обнаруживаемого в элюате, была связана с компо | 

ции макромолекул. При центрифугировании в 

сахарозы обычно выявлялось два м 
м радиоактивности с коэффициентами 
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ментаци 4,65 и ниже. Значение выявленн 


2 ых се 
а форм рецепторов остается неясным, ПОСКОЛЬКУ Такно п | 

ео инноны, как гепарин, могут в зависимости от их концентвии | 

ул, м общить рецепторам способность седиментировать с любой о” 

А стью в диапазоне 4—85 [120]. ро- 


При определении связывающего сродства рецепторов к эстро- 
генам необходимо отделить связанный гормон от свободного. Для 
этой цели была использована модификация [121] метода адсорб- 


гле, покрытом декстраном, со 
ть х ции на у ты о р ‚ сочетающая в себе удобство 
м и ТОЧНОСТЬ. р имых индуцированных ДМБА опухолях 
м мы обнаружили наличие лишь одного класса мест связывания’ 


эстрогенов с высоким сродством. Константа диссоциации (Ка) 
равна приблизительно 2.10Ю М. Связывание ЗН-Э специфично 
для эстрогенов, поскольку оно подавлялось низкими концентра- 
циями немеченых эстрогенов, а гидрокортизон, прогестерон или 
тестостерон даже в очень большом избытке (1000—10 000-крат- 
ном) не влияли на связывание [122]. 

Таким образом ясно, что гормонозависимые опухоли молочной 
железы крыс содержат цитоплазматические рецепторы эстроге- 
нов и что свойства этих рецепторов очень близки к свойствам ре- 
цепторов других тканей-мишеней. Подобно другим мишеням, 
тормонозависимые опухоли накапливают введенный эстроген в 
клеточных ядрах. При этом локализованный в ядрах гормон, 
очевидно, все еще находится в комплексе с 4—5$-формой рецеп- 
торов. Позднее мы рассмотрим ядерное связывание эстрогенов 
более детально. 


В. Автономные опухоли молочных желез крыс 


В качестве модели опухолей, не подвергаюш 
после овариэктомии, в нашей лаборатории исг 


у: т что ядра к 
Ко нибудь знач 
`В В 
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цепторов стимулировать связывание эстрогена с 
Было обнаружено, что цитоплазматические Фракции 
| Р3230АС, мышцы и мозга не обладают способностью стим 
| вать связывание эстрогена хроматином опухоли. Это об = 
очень низким содержанием или полным отсутствием еще : 
в данных тканях. В то же время цитозоль матки крыс, м кры ори 
| богатый рецепторами эстрогенов, обладал способностью т бора" об] 
| ровать связывание хроматином опухоли Ю3230АС значитель ® ров ргич 
| количества эстрогена. Полученные данные показывают, что ы ых ость 
| матин клеток этой автономной опухоли молочной железы обла о да мс 
ет способностью активно взаимодействовать с рецепторами т и уг 
генов, и, следовательно, отсутствие накопления эстрогенов в |. г тато 
рах опухоли К3230АС ш \уо, очевидно, связано с Недостаткох ре ка: 
рецепторов в цитоплазме [89, 124]. = 
| Г. Акцепторная активность ядер ее ы 
|: Концепция специфических ядерных акцепторных мест связ: и 


вания была предложена для объяснения, с одной стороны, связы. 

вания активированных гормоном рецепторов ядерным хроматино, 

а с другой стороны, последующей инициации синтеза информаци. 

онной РНК на отдельных участках генома. Было выдвинуто пред 

ы положение, что такие акцепторы, подобно цитоплазматическим ре- 

цепторам, имеются только в клетках-мишенях. Ясно, что если такие 

18 акцепторные места связывания действительно существуют ках 

Е функциональная часть системы ответа на эстрогенный сигнал, то 

дефектные акцепторы могли бы явиться причиной отсутствия гор 
аль зависимости у некоторых опухолей. 

‚нные нами первоначально данные о том, что хроматия 

коли К3230АС способен акцептировать. 


‚ послужили толчком к изучению с 


х ядер самых разных органов взаимодей 
ыло но, что ядра, полученн 
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ы эстрогенов в опухол я 
Рецептор ях молочной ж 
д. елезы человека 


К настоящему времени установлено, что свойства 
эстрогенов опухолей молочной железы человека близко в 
вам рецепторов в индуцированных гормонозависимых рые 
крыс [128]. Два таких свойства были использованы в В 
боратории для количественного определения эстрогенных а 
ов в образцах рака молочной железы человека, полученных о $ 
хирургическом вмешательстве [121, 129]. Первое из Вы 
собность связывать ЗН-Э с высоким сродством. Связывание сте- 
роида может быть измерено после отделения несвязанного гор- 
мона углем, покрытым декстраном. Скэтчардовский анализ ре- 
зультатов связывания позволяет выявлять рецепторы (если они 
есть) как компоненты с очень высоким связывающим сродством 
К. =1-10-6 М). Данный метод позволяет также измерять коли- 
чество связывающих мест. Второе свойство — это седиментация 
рецепторов главным образом со скоростью 8$ при центрифугиро- 
вании в градиенте концентрации сахарозы при низкой концентра- 
ции соли, что может служить независимым способом для подтвер- 
ждения наличия рецепторов. Поскольку 4 $-пик связывания также 
может быть частично обусловлен специфическими рецепторами, то. 
для измерения уровня неспецифического связывания применяется. 
параллельное центрифугирование проб, содержащих 100-к ый 
избыток немеченого эстрадиола. ы Е 
Теперь мы в состоянии оценить предположение, впервые выд 
нутое Дженсеном, что присутствие рецепторов эстрогенов в опухо- 
ли молочной железы человека может служить индикатором ее 
гормонозависимости и способности регрессировать в ответ на 
ветствующее эндокринное лечение. Для изучения корреляции 
вительностью к эндокринной терапии нами было. 
деление содержания рецепторов эстрогенов в. 
холях и метастазах [130]; к настоящему 
еще 300 опухолей. НА 
_Мы обнаружили, что в пер 
тенных рецепторов колеблет 
ЦиТОЗОл; Наличие р. < 
и 58% ме 


нелактирующей у ; 
железы человека рецепторы эстрогенов выявляются с трудом 


135, 136]. Это подтверждается и результатами исследования 
животных, у которых и поглощение эстрадиола, и истинное ИЙ а 
жание рецепторов эстрогенов низки в нормальной ткани 
железы, но значительно увеличиваются в период лакта 
140]. Наконец, следует учитывать количество эстради 
тируемого у данного больного, поскольку эндогенный тр 
может «занять» рецепторные места связывания, делая их Недостут 
ными для определения обычно применяемыми методами. Эта 10 
следняя возможность может, по крайней мере частично, объяениь 
почему наиболее высокие величины содержания рецепторов стро, 
генов обнаруживаются у больных в менопаузе. К настоящему вре. 

| мени для измерения эстрогенных рецепторов, связывающие мета 

| которых заняты эндогенным гормоном, разработан так называе. 
мый метод обмена. 


р. 
ОЛОчно 
ии [197 


ола, Секре. 


Е. Сопоставление с клиническими наблюдениями 

Эстрогенные рецепторы опухолей молочной железы исследова. 
лись с помощью разнообразных методов и в ряде других лаборато- 
рий. Во многих случаях были получены сведения и о содержании 
рецепторов в опухолях, и о чувствительности тех же опухолей к 
эндокринной терапии. Сопоставлению этих данных было посвяще- 
но международное рабочее совещание, состоявшееся 18—19 июля 
1974 г. в Бетесде, штат Мэриленд. На совещании были подробно 
рассмотрены методы определения рецепторов эстрогенов и крите- 
кой оценки развития заболевания. В конечном. 
бран ‘испытаний, проведенных на 380 болы 

нализа отобранных случаев суммированы 
подробного их изучения читатель может 

статьям, опубликованным в трудах 
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ко это не так, поскольку в клетках к С 
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_ м Ухолях молочной железы 971 


терапии. С другой стороны, такое лечение бо 
ой пробой на эстрогенные рецепторы было 


из 85 случаев. 


3. Смешанная терапия. Из 55 проведенных испытаний в 27% слу- 
чаев комбинированное эндокринное лечение, включающее ан 
огены, аминоглутетимид и т. д., оказалось эффективным. Из 32 
курсов такого лечения больных с отрицательной пробой на эстро- 
генные рецепторы положительные результаты наблюдались в 5 
(16%) случаях, тогда как у больных с положительной пробой на 
рецепторы эстрогенов к улучшению привели 10 (43%) из 23 курсов 
лечения. 

Почти не вызывает сомнений, что, исходя из данных о содержа- 
нии рецепторов эстрогенов, можно будет предсказывать результа- 
ты эндокринной терапии метастаза рака молочной железы. Ясно, 
что если проба на рецепторы эстрогенов в опухоли больного отри- 
цательна, то шансы регрессии опухоли в ответ на эндокринное 
лечение минимальны. Таким образом, постоянное проведение ана- 
лизов на наличие рецепторов может избавить значительное коли- 
чество пациентов от бесполезного хирургического вмешательства 
по поводу эндокринного лечения. Если же проба на рецепторы эст- 
рогенов в опухоли положительна, то в 55—60% таких 
эндокринная терапия оказывается эффективной. Эти рас. 
в совокупности с имеющимися клиническими прогностиз 
факторами, такими, как наличие менопаузы, длительность пе 
без заболеваний, локализация главного очага, и особенно 
тельность к предыдущей эндокринной терапии, помогут с 
практику достаточно обоснованно прибегнуть к эндокринн 
пии или отказаться от нее. з: 

Почему же не все больные, опухоли которых. 
ную пробу на эстрогенные рецепторы, 
Ной терапии? Рецепторы эстрогенов пр 
часть сложной системы гормонального кон" 
рост и функционирование клеток молочных 
значение должен иметь и механизм, с 
тин узнает опухоль в 
регуляции несомненно 


льных с положитель- 
Успешным в 51 (60%) 
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- т. _ иол 
дении отклонения от нормы. Этот показатель может свидет С? 11 
вовать о потере гормональной зависимости. Можно пре ЛЬ, о де ;# 
что у больных, эндокринная терапия которых безрезультать в 
смотря на положительную пробу на эстрогенные рецепторы Е. Е. ри же о 
ны иметься другие биохимические нарушения. › ДОЛЖ. НОЯ. 
Делающиеся в настоящее время попытки выяснить роль с В при 
ген-рецепторных комплексов в ядре, а также работы по уче здемое ни 
эффектов пролактина и прогестерона непосредственно направлены предел р 
на решение этой проблемы. В разв 5 
о, 
Ж. Антиэстрогены нению ° р 
ВН | 
После длительного использования в лабораторных иеследова. | ириода [ 
ниях по гормональной зависимости антиэстрогены недавно нашли но, при бер 
применение при экспериментальной терапии рака молочной желе. выше, чем. 
| зы человека. Существует несколько типов антиэстрогенов, различа: способен В: 


ющихся по месту их вмешательства в процесс развития эстроген. 
ного эффекта. Соединения, представляющие интерес с точки зрения 
| обсуждаемого вопроса, действуют путем прямой конкуренции с 
активными эстрогенами за связывающие места рецепторов. Эли 
вещества широко использовались для дифференцированного изме- 
рения специфического и неспецифического связывания при опреде 
лении рецепторов по поглощению гормона срезами ткани; специ: 
фически связанной считается та доля связанного гормона, которая 
‘исчезает под действием избытка конкурирующего антиэстрогена 
[115]. Например, Терениус [146] для выявления специфического 
вязывания эстрогенов использовал способность кломифена и ©0 
0-11,100 А подавлять поглощение эстрадиола сре 
тей молочной железы человека и крыс. ыы = 
_ Антиэстрогены способны вызвать регрессию индуцир 
МБА опухолей молочной железы крыс [1 1 
: Е о способности этих аг“ 


иены ты 
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а 


эстриол (стероид, обладающий слабой 
910 > лействует как антиэстроген, 


т 
Ухолях молочной Железы 973 


ЯЗЫВ 


я же и 
ной Ж нуто допущение, что 


может проявлять свойства с 

158—161]. Высказано также  предиоложенан 1 т 
даемое при беременности повышение экскреции а | Е 
определенную роль в защитном действии начала беременности пос 
тив развития рака молочной железы [162, 163]. Однако т 
ятно, чтобы это имело место в действительности: эстриол по в 
нению с эстрадиолом связывается довольно слабо, и ДлЯ эффек- 
тивной конкуренции потребовалось бы значительное количество 
эстриола [164]. На самом же деле, как это было недавно показа- 
но, при беременности содержание неконъюгированного эстрадиола 
выше, чем эстриола [165, 166]. Кроме того, эстриол сам по себе 
способен входить в ядра клеток-мишеней и индуцировать синтез 
белка, специфичного для действия эстрогенов на матку крыс. Сте- 
пень этой стимуляции пропорциональна количеству эстриола, свя- 
занного цитоплазматическими рецепторами, и количеству эстриола, 
обнаруживаемого в ядре [167]. Однако, несмотря на недостаточ-_ 
ную теоретическую обоснованность определенных тезисов эстри- 
оловой гипотезы, не следует игнорировать очень важные факты 
касающиеся защитного действия ранней беременности на последу- 
ющее развитие рака молочной железы. За немногими исключения- 
ми [168], новых путей решения этой проблемы, к сожалению, не 
предлагается. р 


3. Системные подходы к снижению образования эстрогенов — 


У овариэктомированных больных в премен 
НЫх в постменопаузе надпочечники секре 
эстрогенов, которые в периферических 
эстрогены [169—173]. Это послужил 
Ррургической адреналэктомии таких. 
Кого удаления надпочечников было. 
армакологических доз глюкокортико 
Рованию выделения АКТГ и к 
рмакологический по 
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о) 
нию стероидогенеза, происходящему под действием лекарствен | ия —: 
препарата. Вполне логичные попытки использовать физиолог | и в бу 
ские количества дексаметазона для подавления индуцируе се ероно 
аминоглютетимидом повышения содержания АКТГ не прива д дос 


С | , 
желаемых результатов [177, 178]. Оказалось, что аминоглютет! тель ут О 


мид ускоряет метаболизм дексаметазона [179]. С помощью бо | сб [09— 

высоких доз дексаметазона [179] удалось добиться полного к. ры вает ли 
давления функций надпочечников в течение 19 мес. Объективи пуевИ имомУ». 
регрессия опухолей наблюдалась у 8 из 22 больных; Кушинго ВИЙ щие де 
ных побочных эффектов при этом не было. . М ов не 


Таким образом, совместное использование аминоглютетимидан | 
дексаметазона для лечения рака молочной железы больных в пос. | 
‘менопаузе, по-видимому, позволяет добиться эффективной адре- | 
налэктомии без хирургического вмешательства. Вполне возможно 
(по крайней мере теоретически), что овариэктомию больных, нахо- 
дящихся в пременопаузе, удастся заменить аналогичной схемой 
лечения, используя либо только антиэстрогены, либо их комбина- 
цию с ингибитором секреции гонадотропинов. 

} 
| 


ГУ. ПРОГЕСТЕРОН 


А. Клинические данные о влиянии на рак молочной железы 


В ранних работах Хаггинса и др. [35, 180, 181] были приведены 
данные о влиянии прогестерона на развитие экспериментального 
рака молочной железы. Эти авторы обнаружили, что беременность 
_ способствует росту индуцированных ДМБА опухолей молочной 

о железы у крыс. Введение прогестерона интактным крысам уско- 
ряло появление опухолей, увеличивало их количество и повышало _ 
скорость роста уже появившихся опухолей. Рассмотренные в 
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че 
о отестероном [183]. Значение этих наблюдений 


тельно, поскольку эстрогены в средних и выс 
себе могут приводить к регрессии опухолей молочной железы 

крыс [99—101] и людей [104]; поэтому необходимо установи 
силивает ли гестаген эффект эстрогенов. Ответ на этот воп в 
по-видимому, будет положительным. Об этом сидетельствую! 
следующие данные. У некоторых больных введение высоких доз ‚ 
эстрогенов не вызывало регрессии опухолей, сочетание же эстро- 
генов с прогестероном давало положительные результаты [185— 
187]. В постменопаузе, когда содержание эндогенных эстрогенов 
(вероятно, надпочечникового происхождения) достаточно для оро- 
говения влагалищного эпителия, лечение одним прогестероном - 
приводит к ремиссии в 29% случаев. В то же время аналогичное 
лечение больных с атрофическими влагалищными мазками вызы- 
вает ремиссию лишь в 6% случаев [188]. Эти данные свидетельст- 
вуют о необходимости эстрогенов для опосредуемой прогестероном 
регрессии опухолей. Механизм, с помощью которого прогестерон 
способствует регрессии, остается неясным. Высокие дозы синтети- 
ческих прогестинов способны значительно снижать содержание ЛГ 
и кортизола в сыворотке крови, что указывает на возможное уча-_ 
стие гипофиза в антиканцерогенном действии прогестерона [189 4 
Но, с другой стороны, сообщалось, что ремиссия опухоли молочной 
железы после лечения эстрогенами в сочетании с прогестероном о 
имела место по крайней мере у четырех предварительно гипофиз- 
эктомированных больных [190, 191]. Лечение же гипофизэк 
рованных больных только эстрогенами к улучшению не при! 
[44, 45, 192]. ^^ 


Б. Метаболизм прогестерона в субк. 


Прогестерон служит общим пр 
нов, андрогенов и кортикостероидов 
НИЯ были посвящены изучению. 
рон 208 


276 В. Мак-Гайр, Г. Чамнесс, М. Костлоу и К. Горвиц | Е 
387. 


и у кастрированных животных различаются. Таким Образом к ков Г [2 
но понять, почему нельзя составить простую общую схему м 0 | м век да 
лизма прогестерона. або. р де 

Серьезной проблемой в более ранних исследованиях ЯВЛЯ водегкИ про 
то обстоятельство, что не удавалось выявить внутриклеточные ось Я яогО роз 
цепторы прогестерона и показать их биологическое наче | т саха = 
Хотя, может быть, и не совсем правильно полагать, что все эффек. О 
ты прогестерона должны опосредоваться рецепторным механиз 7 Хотя ое 
мом, для начала было бы неплохо выяснить, какие метаболиты в ности пр ы 
данной ткани могут связываться с рецепторами прогестерона 1 очной Ж й 
коррелирует ли это связывание с биологической активностью Этих помогают ь 
метаболитов. Это могло бы дать ответ на вопрос о том, Является прогестеро 
ли данный метаболический путь существенным для действия пр- | тиновые ре 
гестерона или же этот путь служит лишь для его разрушения = таы прямо 
выведения из организма. Такой подход избрал Стротт [215], изу. тотерона, 7 
чавший метаболизм прогестерона в яйцеводах цыплят ш у, пролактина, 


Оказалось, что и прогестерон, и его метаболит 5 а-прегнан-3,20-ди. 
он хорошо связываются рецепторами. По способности индуциро- | 
вать синтез специфического для яйцеводов белка этот метаболит > 
был таким же активным, как и прогестерон. Быстрое появление 
значительных количеств неидентифицированного полярного мета- 
болита, который не связывается рецепторами, дает основание | 
думать, что в прекращении действия прогестерона может играть | 
важную роль система гидроксилаз. 


В. Рецепторы прогестерона = 
Обратимся теперь к работам по изучению рецепторов проге 
‚их зависимости от эстрогенной стимуляции. | 
ные исследования, проведенные на матке морских с1 
убедительностью показали наличие рецепторов 

гл 1 [216—229] 9: © 


[7 


у, 5, 12. Рецепторы гормонов 
ООО 

дов, м 232—237], мышей [238, 939 ; 

Ну “Ни {| пиков Г [248—255]. У двух ее г. 


гр. еловек 
мА,  одиМЫХ данных о наличии рецепторов 
ч 


не объясняют способ- 
стимуляцию рака мо-. 
ЬНЫХ Животных, они 
необходимы для действия 


ности прогестерона вызывать регрессию или 
лочной железы у человека и экспериментал 
помогают понять, почему эстрогены 
прогестерона. Самое главное, что эстрогены стимулируют прогес- 
тиновые рецепторы. Пока еще не установлено, действуют ли эстро- 
гены прямо на клетки-мишени, индуцируя синтез рецепторов про- 
гестерона, или же они способствуют высвобождению из гипофиза 
пролактина, который мог бы в свою очередь стимулировать проге- 
стиновые рецепторы. (Даже если дело обстоит и так, это не исклю- 
чает прямого действия эстрогенов на пролактин через их собствен- 
ные рецепторы в клетках-мишенях.}) Эти гипотетические механиз- 
мы, если они подтвердятся, помогут объяснить некоторые 
обсуждавшиеся выше непонятные моменты в действии пролактина 
на опухолевый рост. Е И 


Г. Рецепторы прогестерона в раковой опухоли 
молочной железы человека 


Как указывалось выше, метастатический рак молочных желез. 


можно лечить либо путем хирургического вмешательства, 
с помощью гормональной фармакотерапии. К сожалению, 
ком лечении ремиссия наблюдается только : 
Эффективность лечения удается повысить до. 

ем эндокринной терапии лишь в тех 

_Жат рецепторы эстрогенов. Сл 

тех 40% больных с положительной 
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эстрогенов мы исследовали о кность использования в Кац не? под 
] | такого маркера рецепторов прогестерона. Можно было бы “Тв ня й р 
| | дать, что в опухолях, лишенных эстрогенных рецепторов, еще три лак 
| ры прогестерона должны встречаться редко. Присутствие прогеы 6, ин 
| новых рецепторов в опухолях, содержащих рецепторы эстроген" [ 80 пн 
| . будет указывать, с одной стороны, на интактность по крайней а одепоР 
| | части системы реакции на эстрогены, а с другой стороны, на ва то 
| | чие достаточного для активации этой системы количества эстрн зы В ди Я 
|. И нов. Если это так, то рост подобных опухолей должен быть го м. р зранслог 
, нозависимым, а рост опухолей, содержащих рецепторы эстроген» томы т 
| но лишенных рецепторов прогестерона, по всей вероятности, доу как иду, 
| жен быть автономным. оказыва 
Н Для идентификации прогестиновых рецепторов в раковой ткань гибели . 
И молочной железы человека мы выбрали прямое определение с. к ГЛЮКОК 
| | зывания синтетического прогестина 3Н-К5020 [239] в облаеи лимфомы 
у 8 $-градиента плотности сахарозы [256], а не косвенный метод в. ка, теряет 
, | мерения рецепторов по дифференциальной конкуренции [257], Не. | 
радиоактивные прогестерон или соединение К5020, присутствую- тельных } 


щие в избытке, конкурентно тормозят связывание соединения 
3Н-К5020 в области 8$-градиента, тогда как гидрокортизон, декса- 
метазон или эстрадиол практически не влияют на это связывание, 
К настоящему времени мы измерили рецепторы прогестинов и 
эстрогенов более чем в 50 опухолях молочной железы человека. 
Как и предполагалось, во всех этих опухолях, лишенных рецепт 
— ров эстрогенов, нет и рецепторов прогестинов. Среди опухолей, 
’ содержавших рецепторы эстрогенов, 56% содержали и прогест 
новые рецепторы. Эта цифра приближается к ожидаемому количе 
ству опухолей, которые должны реагировать на эндокринную 1 
рапию. Таким образом, полученные данные по крайней мере 
258]. 


12. Рецепторы гормоно 


0 1ухолях моло 
и мо. НО жел 
с экспл МИ 1 
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. “зы показали, * что пролифера- 
и поддержание целостности грубой Эндоплазматической сети 
и лактации обусловлены прямым действием глюкокортикоидов 
пр 
[261]. многих тканях-мишенях были 
Во орные белки для глюкокортико 
о других стероидных гормоно 
цепторь топлазме, а после взаимодей 
ны В ются в клеточное ядро [2 
ь В оепепхорные комплексы 
т 


обнаружены специфические 
ИДов. Эти белки, каки ре- 
в› по-видимому, локализова- 
ствия с глюкокортикоидами 
62]. В печени и в ткани гепа- 


к глюкокортикоидам клеток, 
лимфомы и изолированных ле 


зации лимфа- 
При лечении рака у людей, особенно при — == 
во происхождения, И 
эти : = 
обнаружено, что и 
о 2 в. Е =: ны 
и ъ 
71]. Но, как ни = 
холь К3230АС [270, 2 А: 
вовать инду Ве и 
могут способст ны 
ны [275] Ранее уже обсуждалась эф нос 


ой железы ч 
кокортикоидов при лечении и г 
дует отметить сравнительно ее только. 
влиянием преднизона о [273]. С 
содержала рецепторы эстроге 1 
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ной ткани лактирующих молочных желез [277—279], Е ЛЮКОК р че 
коиды могут оказывать и непосредственное действие на орт. крим 
опухоли молочной железы. И опухоли К3230АС крыс [275 летки 20985] 
дуцированные вирусами опухоли мышей [276] содержали чей [8 30 
тельно меньше рецепторов, чем соответствующие железы в пе еУбуа, 
лактации, но значительно больше, чем железы девственных Рио 886 фрой 
беременных животных [279]. В качественном отношении все 5 гаи едут 
рецепторы близки между собой. О наличии и распределении ы ко не 
цепторов глюкокортикоидов в раковой ткани молочной железы ыы Я коло 
ловека пока ничего не известно. Не известно также, имеется ли м ри 21 
кая-либо корреляция между наличием рецепторов глюкокортикои, НакоВ ы 
дов и индуцируемой этими гормонами ремиссией. о п: 
Я У 
\1. АНДРОГЕНЫ дигидроте: 
‚ Андрогены действуют на клетки-мишени посредством рецептор- 
ного механизма, во многом сходного с описанным выше механиз- 
_мом для других стероидов [262]. Известно, что исходно секретиру- 


емым андрогеном является тестостерон. Однако, как показывают 
многочисленные данные, в ряде тканей-мишеней, включая и пред- 
<стательную железу, связыванию тестостерона с рецепторами анд- 
рогенов и проникновению в клеточное ядро должно предшество- 
вать его превращение под действием ба-редуктазы (А*-3-кетосте- 
роид-ба-редуктазы) в дигидротестостерон. Дигидротестостерон в 
свою очередь метаболизируется 3-кеторедуктазой (3-кетостероид: 
оксидоредуктазой) до андростандиолов, которые не связываются 
рецепторами дигидротестостерона. На основании различий в дей- 
дигидротестостерона и андростандиолов ш уНго было выска- 
‘предположение, что оба типа соединений, действуя с помощью 
‘механизмов, могут выполнять физиологически ва? 
ь [280]. Специальных же рецепторов для андростандиолов, 0% 

‘обнаружено не было. С другой стороны, некоторы 

Е ие реценторы» специфичные 


12. Рецепторы гормонов в оп 


Ухолях молочной железы 981 


ляется при двух врожденных заболеваниях. 
крыс и человека синдром тестикулярной фем 
по-видимому, недостаточностью рецепторов 
983—285]; превращение тестостерона в диг 
едуктазой в Этих случаях, очевидно, происходит нормально [9 
Известна, однако, другая, форма наследуемого ужо в. 
гермафродитизма у людеи, при которой имеется НеДОета очае 
ба-редуктазы при нормальном образовании тестостерона [8 
Однако наблюдения, согласно которым у таких больных в воз г 
сте около 12 лет происходит значительное развитие мужских = 
наков, а также сведения о чрезвычайно низкой активности Ба 
редуктазы в тканях взрослых животных [288] в сочетании с дан- 
ными о падении в процессе онтогенеза содержания рецепторов 
дигидротестостерона [289] дают основание думать, что превраще- 
ние тестостерона в дигидротестостерон после того, как развитие 
организма уже завершилось, может иметь меньшее значение. 
Содержание рецепторов дигидротестостерона в предстательной 
железе крыс, видимо, быстро падает после кастрации [290]. В од- 
ной из работ было обнаружено, что содержание рецепторов ди- 
гидротестостерона восстанавливается через несколько дней, даже 
если животных адреналэктомировать или гипофизэктомировать. = 
Авторы этой работы пришли к выводу, что в контроле содержания = 
рецепторов принимает участие некий фактор, отличный от стеро- 
идных и гипофизарных гормонов [291]. В другой работе такого 
восстановления содержания рецепторов не наблюдалось [292], 
было обнаружено, что через 7 дней после кастрации способность. 
предстательной железы накапливать дигидротестостерон в 
ных ядрах изменилась незначительно, несмотря даже на то, 
цитоплазматические рецепторы ‘дигидротестостерона уже не мог. 
быть выявлены. Было обнаружено, что в цитозоле пред не 
железы после кастрации появляется комп 
связыванию дигидротестостерона © р! 
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рецепторами [295, 296]. Гестагенные антиандрогены СвЯЗЫ 
также рецепторами прогестерона [297]. Это, вероятно, и ат 
причиной кажущегося синергизма в действии андрогенов и ея 
генных антиандрогенов на некоторые ткани, когда антиг 
применяются в дозах, более низких, чем это необходимо д. 
явления их антиандрогенного действия [298]. 

Во многих случаях андрогены вызывают регрессию индуци 
ванных канцерогенами опухолей молочной железы крыс [4, 299 
Этот эффект меняется на противоположный при очень высоки 
дозах андрогенов [300]. Ряд андрогенов и их производных ю_ 
лись эффективными при лечении рака молочной железы человека 
[301—303]. Как и другие виды эндокринного лечения, андрогенная 
терапия дает положительные результаты, по-видимому, только в 
случае тех опухолей, в которых имеются рецепторы эстрогенов 
[145]. Истинный механизм индуцируемой андрогенами регрессии 
не известен. Имеющиеся в настоящее время данные позволяют вы- 
сказать на этот счет по крайней мере пять различных гипотез, 


Ормоны 
ЛЯ про. 


1. Возможно, что андрогены действуют непосредственно на 
опухоли через андрогенные рецепторы. Сейчас нет данных о. 
том, что рецепторы андрогенов необходимы для нормальной 
половой функции самок. Более того, недостаточность андроген- _ 
ных рецепторов у мышей с тестикулярной феминизацией Тйт/о 
не сказывается существенно на их репродуктивной функции (за. 
исключением несколько более раннего старения яичников) 
[304, 305]. Но, с другой стороны, андрогены вызывают регрес-_ 
ю зачатков молочных желез или эксплантатов таких зачат. 
обоего пола [306]. Этот эффект андро 
ся ципротеронацетатом [307, 308], что согла 
: ием об участии рецепторов дигидр 
‘ерона в действии андрогенов. В опухолях молочной ж 
овека обн ‘дигидротестостерона“ 
г р. клюЮ ая Ба р 


12. Рецепто е =. 
чепторы гормо Ухолях молочн >. 
монов в опухо. ой железы 8. 
З 


о. В лаборатории Мейтса недавно 
сокие дозы пролактина способны п 
ваемому тестостероном подавлению Роста и 

ДМБА опухолей [315]. Поскольку вве : 


хтх сп 
ким-то образом снижать чувствительность опухоли нЕ 
лак- 
ы пролактина. 


3. Вполне возможно, что способно 
регрессию опухолей обусловлена и 
гены. Эстрогены, введенные в фармакологических дозах, дей- 
ствительно предотвращают опухолевый рост, поэтому превра- 
щение хотя бы 2% из 1 мг тестостеронпропионата (дозы 
обычно вводимой крысам) могло бы дать количество экстра- 
диола, достаточное для индукции регрессии [101]. Известно 
также, что регрессию, вызванную и андрогенами, и эстрогена- 
ми, можно предотвратить высокими дозами пролактина [101, 
315]. Эти данные указывают на параллелизм в механизмах 
действия эстрогенов и андрогенов. 


сть андрогенов вызывать 
х превращением в эстро- 


4. Возможна и обратная ситуация: андрогены могут блокиро- 
вать образование эстрогенов. Хотя в принципе и не исключе- 
но, что андрогены подавляют секрецию гонадотропинов, 
угнетая тем самым функцию яичников, вряд ли этот механизм 
имеет большое значение у женщин в постменопаузе. Более 
вероятно, что андрогены ингибируют превращение предшест- 
венников надпочечникового происхождения в активные эстроге- | 
ны на периферии. Такой механизм соответствовал бы данным = 
0б активности некоторых андрогенов, которые, по-види: | 
не могут превращаться в эстрогены. По крайней м 
ного из них — А!-тестололактона — гормона 
вообще не обнаружена [303]. Исходя изн: 
низма, можно понять, почему при очень 
стеронпропионат более эффективно стимул 
индуцированных ДМБА опухолей, чем при. 
_ [800]. Возможно, промежуточные дозы 
ингибиторов превращения. 


а очень вы я 


в в. 
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рецепторов эстрогенов [317], но они, по имею 
могут вызывать транслокацию несвязанных со стерои НЫ, 
цепторов эстрогенов в клеточное ядро [318]. В рез м р 
обходимые для действия эстрогенов рецепторы оказывае 6. 
вероятно, недоступными для гормонов. Механизм дано 
ления неизвестен. Эти результаты не противоречат пре я 
жению о том, что некий метаболит дигидротестостерона 

й и слабо, но все же связывается рецепторами эстрогенов: 

| цепторы в результате перемещаются в ядро, а лиганд та 
ся в процессе экспериментальных процедур. Следует а 
что данный феномен не обнаружен пока в Условиях Ш ум 


ЩИМся 


еее 


= к = 


в Легко представить себе, что действие андрогенов на норма |! 
! | ные ткани-мишени и на опухоли может быть опосредовано разли. | * 
| ными механизмами. Если это действительно так, то раскрытие , 
| | истинных механизмов могло бы привести к созданию аналогов ав. 
Е дрогенов, более эффективных при клиническом использовании п 
не обладающих вирилизирующим действием. С другой стороны, это 
расширило бы наши представления 0б эндокринном контроле 
роста опухолей молочных желез. 
Данная работа частично финансировалась из фондов УЗРНЗ 


СА-11378, СВ-23862 и фонда ВС-23р Американского онкологичес- 
кого общества. 
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М. ХОСЛЕР И П. БРУМБО 


Перагипепё о? В1осНет гу 
СоПере о! Месте, СЛуегзЙу оЁ Агхопа 
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1. ВВЕДЕНИЕ И 


Принято считать, что витамин О предотвращает развитие рахи- 
та, поддерживая на должном уровне концентрацию кальция п 
фосфора в сыворотке. Стерин витамин Р осуществляет это дейст- 
вие, стимулируя всасывание кальция и фосфора из кишечника 
и (совместно с паратгормоном) резорбцию минеральных компо 
нентов костей [1]. За последние годы установлено, что витамин 0 
служит предшественником ряда биологически активных метаболи- 
тов. Витамин О} подвергается последовательному гидроксилиро- 
ванию, приводящему к появлению 25-окиси- и 1а, 25-диоксипроиз- 
водных. Образование 25-оксивитамина Оз (25-ОН-Оз)? происходит 
_ в печени, кишечнике и почках [2, 3]. В то же время да ‘а 

активация стерина до 1а, 25-диоксивитамина Оз[1а, .25-(ОН)з-В3], 
<читающегося гормональной формой витамина, происходит исклЮ- 
тельно в почках [4]. На рис. 1 показаны пути метаболизма 

а Оз. 25-ОН-Оз может В. по крайней мере в. 
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1 . = к 
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г ‹ ЬЦИЯ у интактн 
ных [6, 7], В и и культуре кишечника [8] ив ул ре зы, 
ных а ьной кости [9]. Кроме того, хроническое введение ти 
он 
он 


и 


НО’ 24, 25-(@Н), 0; 


[а 


Фермент 
Печень - 


Кишечник с 


Почки 
но’ 
Витамин В; 


(0;) 


Рис, 1, Метаболизм витамина РБ. Ее НЕ 
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Работы, посвященные выяснению последовательности событ 3 
приводящих к действию стероидных гормонов на клетки-ми к „Я 
указывают, что первичным местом ДЕЯ гормонов ЯВляе ф с 
клеточное ядро [12]. Многочисленные эксперименты подтвержа ре 
ют предположение о том, что стероидные гормоны Регулирущь св 
функционирование клеток, оказывая влияние на синтез  Различны и 
белков в органах-мишенях. Исследования последних лет Доказн. и 
вают, что этот эффект опосредуется стимуляцией синтеза мРНК м о 
кодирующих специфичные для данной клетки белки [13]. Полу. 
ченные в последнее время данные свидетельствуют о том, что 
1°,25-(ОН)2-Оз действует аналогично стероидным гормонам, спо. 
собствуя реализации генетической информации, что в конечном 
итоге приводит к образованию специфических белковых продук. 
тов, осуществляющих транспорт кальция в кишечнике и кости [5], 
Было показано, что стимулирующее действие 1%,25-(ОН),-О; на 
транспорт кальция у интактных животных чувствительно к инги. 
биторам транскрипции, таким, как актиномицин Ш [14], ав орган. | 
ной культуре кишечника и к актиномицину О, и к оа-аманитину 
[15]. Кроме того, при введении 1%,25-(ОН)›-Оз цыплятам, содер- 
жащимся на диете с недостатком витамина ПО, происходит быет- 
рая стимуляция ядерной ДНК-зависимой РНК-полимеразы П, ка: 
тализирующей синтез мРНК [16]. Кроме действия на ядерный ме- 
таболизм РНК, 19,25-(ОН)›-О. индуцирует в слизистой кишечника 
цыплят синтез кальцийсвязывающего белка (СаСБ) [17, 18], чо 
было показано с помощью антител к СаСБ. И, наконец, в ответ на › 
_ введение витамина Оз цыплятам, содержащимся на диете с недо- 
р тком витамина О, наблюдается увеличение активности ф 
м, специфически транслируемой ш уЙго в СаСБ кишечни” 


‚анних работах по изучению субклеточного распреде 
иологических доз ЗН-витамина Оз с относительно низкой. 
радиоактивностью у цыплят, содержавщихся на 006; 
и Рз диете, было показано, что радиоактивность 


19: цепто] 2 28 Е ие НИК, 
3. Р ‹епторы [0 25 Эиоксивитамина р: 8 кищ Ч 
ООО 
е 


В настоящее время появились препа 
ысокой удельной радиоактивностью. 9 
нить, функционирует ли данный 
гормонам, с помощью так называ 
ма, характерного, возможно, для 
гормонов с внутриклеточными рец а м 
потезе, гормон, проникнув в клет м в 
0 взаимодей- 
елком, который имеет- 
рмона с цитоплазмати- 


симым от темпе ат 
перемещением стероида из цитоплазмы в ядро, где он и 


с хроматином. Были идентифицированы внутриклеточные белки 
связывающие эстрогены [12], прогестерон [13], андрогены т 
альдостерон [26] и кортизол [27]. . 
Рассматриваемые в настоящей главе эксперименты были по- 
священы изучению ранних событий во взаимодействии 
19,25-(ОН)2-Оз с его органом-мишенью — кишечником. Основопо- 
лагающий принцип работы, которая будет здесь представлена, сво- 


дится к тому, что путем изучения специфического связывания 
1а,25-(ОН)›-Оз субклеточными компонентами органа-мишени шо 
УЙто можно получить прямые данные о способе действия данно 
тормона. В этих исследованиях в качестве главного допуш 

_ принимается, что в органе-мишени для 19,25- (ОН) 2-Бз со 
ся ограниченное количество специфических рецепторных 
бирательно захватывающих гормон. Поэтому точное. 

_ внутриклеточной локализации рецепторных мест помогло, 


. - -Оз осуществляет свое дейс 
_ нять, каким образом 1,25-(ОН)›-Рз осущ и 
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В КИШЕЧНИКЕ 


В предшествующих работах по субклеточному распреде и 
витамина Оз и его метаболитов после введения ра диоактивно и 
тамина Оз животным с рахитом было обнаружено То ви. р этим 7 
19,25- (ОН) ›-Эз локализуется во фракции ядерного хроматин' чю | 155.(0 
зистой кишечника [21]. Теперь, когда стало доступным фер е сли. 
тивное получение тритированного 10,25-(ОН)›-Оз из коммер 
го препарата 25-ОН-3Н-Оз, появилась возможность прямого к. 
ния тканевого и субклеточного распределения данного гормона 
ного стерина. 


А. Связывание хроматином ядер т \1уо 


В табл. 1 приведены данные по субклеточному распределению 
10,25- (ОН) ›-3Н-Рз в кишечнике цыплят с рахитом через 2 ч после 
введения физиологической дозы гормона. Основная доля гормона 
обнаруживается в ядерной фракции, причем большая часть радио- 


Таблица 1 


Субклеточное распределение 1а, 25-(ОН)2-3Н-0. 
в кишечнике ! 


пмоль на 15 мг ро, 


{ 1,.25-диоксихолекальци 


Количество стери- 
на на фракцию Суммарное 
Фракция У одного цыплен- содержание, % 
х з ка, пмоль? 


: мы ор 26 
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витам 
ина Оз в лишечнике 997 


ческом действии гормона, были проведены эк 
чению кинетики стимулируемых гормоном п в по изу- 
мости от дозы стерина. На рис. 2 связывание о и их зависи- 
рецепторами хроматина во времени ОПОстаВН 5-(ОН) 

ей этим гормоном транспорта кальция во в 

1а,25-(ОН) 2-Рз 390 пмоль связывание р. 


125-диоксихолекальциферол, 
лмоль на 15 мг ДНК 
45 ей С Е & 
Са,(имп/мин на 02 мл плазмы) 10-2 


© 


20 30° 
Время, ч 


— Рис. 2. Изменения во времени связывания 1%, 25-(ОН)>-3Н-Бз рецепторами хро 


_ матина кишечника (Г) и стимуляции абсорбции кальция в кишечнике (П) по 
° перорального введения гормона [28] (с разрешения Американского обществ 


_ биохимиков). 


з 9 ч— т.е. за 8 ч до р: 
вание кальщ )днак 
том, что чер 

еста о 


матина достигает максимума чере 
максимального действия на всасы 
удивительное состоит, вероятно, в 
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Мина 


необходимой для насыщения хроматина, и количества стерина, з у 
зывающего максимальное всасывание кальция в кишечнике, 3% 
910 


т | 


Ча, 25-(0Н),-Э3, 
пмоль на 15 мг ДНК 
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н_ на (2 мл плазмы) 
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оидум 
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ия между насыщением хроматина слизистой кишечника 1 
ведения возрастающих доз 14С-витамина Оз и увел 
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А Ки/ммоль) с цельной тканью кишечника, ее гомогенатом или- 
А \ 9,9 нструированной системой субклеточных ко 


р ё й у 
`адиоактивного 1,25- (ОН) ›-Р. с цельной тканью или ее гомо- 
м ь ция вы при 25°С в течение приблизительно 30 мин приводит к 
“ те пчительному связыванию гормона с компонентами кле 
в 


тки. Суб- 
еточное фракционирование показало, что, так же как и 
КЛ 


в опытах 
‚: \иуо (табл. 1), гормон локализуется преимущественно в ядре. 
Ш му 


24 - 


1а, 25-(ОН),-.. пмоль на мг ДНК 
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Ре 


10 15 
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атина после инкуба- 
Рис. 4. Насыщение связывающих 1%, 25-(ОН) 0%. — ыы = 
ции гомогената слизистой ыыы м тт: 
— (ОН)»3Н-О. (0,36 Ки/ммоль) [28] ны 
_ бнохимиков). 


зывание стерина хроматиновой 

. 4, в данной системе п УЙто я! 
ует об ограниченно 

[2-Оз. Таким. 
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Г. Конкурентные исследования с использованием аналогов 
гормона 


На рис. 5 приведены структурные формулы стеринов с био 
гической активностью витамина О, полученных в нескольких 
раториях. Эти аналоги делятся на два основных типа: а) 
отличающиеся по количеству и положению гидроксильны 
молекуле стерина; 6) вещества, в которых модификации затраги. 
вают боковую цепь молекулы стерина. Изучая взаимодействие с 
рецепторами аналогов 1%,25-(ОН)>-Оз, лишенных либо одной (на. 
пример, 1а-ОН-Оз; 25-ОН-Оз; 5,6-транс-25-ОН-О:), либо ДВУХ из 
трех гидроксильных групп (например, витамин Оз или дигидрота- 
хистеринз), можно выявить значение этих функциональных групи, 
Точно так же использование соединений со структурными измене. 
ниями, затрагивающими боковую цепь (например, 24-нор-25-ОН-0, | 
26,27-биснор-25-ОН-О;; 27-нор-5,6-гранс-25-ОН-Оз), позволяет вы. 
яснить роль окружения 25-гидроксильной группы для связывания 
рецепторами. Следует, очевидно, изучить и другой метаболит ви- 
тамина Ш : 24,25-(ОН)›-О. (рис. 1). Это дает возможность понять 
биологическое значение данного стерина в кишечнике и использо- 


Таблица 2 


Лабо. 
Вещества 


Хх Групп | 


Относительное сродство аналогов 1<, 25-диоксивитамина Оз 
к рецепторной системе хроматина кишечника 


Стерин Относительное сродство 


Эиоксивитамина О; в кишечнике 30] 


= К.=Н- 
Витамин 25; В В» Н 
1а-0Н-1,; В.=ОН,В,= 


=онН 
` 25-ОН-В;; В;=Н, В» 


=ОН,В2=ОН 
а, 25-(ОН);2,; Е=ОН, В2 = 


5,6-пранс-25-08- = 
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| уйго, система должна содержать и цитозольную, и хромат 0 я 


фракции кишечника (об этом речь пойдет в разд. Ш, о и р 
Итак, при конкурентных исследованиях в качестве стандартной ). ом 
стемы была использована наиболее простая и дающая миниыа Й орейя 
т ное неспецифическое связывание реконструированная ЛЬ. 
| цитозоль — хроматин. Способность аналогов 1,25- (ОН.) р 
| 


Систем а 
3 ВЫТес. 


нять меченый гормон из комплексов с рецепторами Хроматина | 


ределяли при инкубации 1а,25-(ОН)›-3Н-Оз (4 нм) и немеченны 
стеринов со смесью цитозоля и хроматина. Во фракции хроматина 
измеряли количество связанного 1а,-25-(ОН)›-О.. В качестве меры 
способности аналога взаимодействовать с системой гормональных 
рецепторов был использован процент подавления связывания 
1,25-(ОН)>-*Н-Оз хроматином в присутствии немеченного анало. 
га. Результаты по определению относительного сродства изученных | 
аналогов приведены в табл. 2. 

Нерадиоактивный 1%,95-(ОН)›-Оз обладал наибольшей среди 
других стеринов способностью вытеснять радиоактивный гормон из 
комплексов с рецепторами хроматина, причем при использования 
препаратов 19-25- (ОН).-Оз, полученных ферментативным методом 
[30] и синтезированных химически (д-р М.Р. Ускокович, Ной. 
тап-Га Косве Гпс.), в концентрации 4 нМ степень вытеснения была 
одинаковой (504). Оценить относительную эффективность анало- 
ТОВ В этой системе можно, приняв эффективность 1%,25- (ОН) -Оз 
за 1,0. По снижению связывания 1%,25-(ОН)>[3Н]-ОЭз рецепторами 
хроматина активность 25-ОН-П; и 1&-ОН-О. составляет соответст: 
венно 1/500 и 1/800 активности природного гормона. Активность 

амина Оз и дигидротахистерина?г при данном методе оценки | 
авляет лишь 1/100 000, активности 1,25-(ОН)›-О+. Таким обра- 
› стерины ряда витамина О, имеющие лишь одну гидроксиль? о 
ю группу, подобно витамину Оз или дигидротахистерину», 0бла- 
резко сниженной способностью взаимодействовать с ре 
; 5-(ОН)>-0з. Данное наблюдение показывает также. 

тде находится гидроксильная группа: при 3-м 
1 ев _псевдо-1а-положении. 


вы | 
м 18. Рецепторы Та, 25-диоксивитамина Рз в кишечнике 303 


а й ппы С-3 
} сильной группы при С-5, ясно, что ги 
| \ Имеет существенное значение для гормон рее Уи ни 
х одействия. Она метиленовая м 
\ С-19 повернута на (рис. 5), поэтому возможно, что м. 
\ кольца А вэтом соединении создает общее изменение конформации 
* молекулы, препятствующее ее взаимодействию с рецептором. Для 
А однозначного ответа на вопрос о значении гидроксила при С.3 не: 
м обходимо исследовать сродство рецепторов к соединениям типа 


а ь 3.дезокси-10,25- (ОН)›-О-з. г 
НИ нь ® Окружение гидроксильной функции при 25-углеродном атоме 

аа оказывает заметное влияние на взаимодействие аналога с рецепто- 
од, м ром. Последовательное удаление концевых метильных групп при- 

ь\ водит к постепенному снижению связывающего сродства. Так 

97-нор-5,6-транс-25-ОН-Рз конкурирует с меченым гормоном за ре: 
цепторные места в 6 раз слабее, чем 5,6-транс-25-ОН-О. (табл. 2). 
Кроме того, 25-ОН-О. оказался в 7 и 39 раз более эффективным 
при вытеснении 1%,25-(ОН)›-3Н-Оз из хроматина, чем соответст- 
венно 24-нор-25-ОН-Оз и 26,27-биснор-25-ОН-Рз. Таким образом, 
эксперименты по определению связывания аналогов, из боковой 
цепи молекул которых удалены метильные или метиленовые груп- 
пы, показывают, что  стереоспецифическое взаимодействие 
10,95-(ОН)>-Оз с рецепторами ткани-мишени сильно зависит от 
гидроксильной группы при С-25 и ее окружения. Последнее было 
четко продемонстрировано путем изменения конфигурации гидро 
фобной боковой цепи. | 

Очень любопытны также данные, касающиеся 24,25-ОН-Бз. 
Синтезированы были оба эпимерных по боковой цепи соединения, 
248,25-(ОН) ›-з и 24$,25-(ОН)›-Оз, но не известно, которое из них 
является природным метаболитом витамина р. 2486,25-(ОН) В», 
обладает '/з активности гормона и по эффективности близок, т 
ким образом, к 25-ОН-Рз. В то же время `245,25-(ОН 
вается в 21 раз менее активным, че | 
чительное различие в способности 246,25 
,25-(ОН).-Рз связываться рецепторами можно. 
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24,25-(ОН)2-Оз с одним из двух синтетических эпимеров 
можно и решить, какая из двух указанных выше функ 
данному стерину. с 
Результаты изучения специфичности рецепторной систе 
матина кишечника для 1%,25- (ОН) ›-Оз ясно показывают, ч 
связывания рецепторами, и для биологической активности тер 
очень существенно наличие в его молекуле двух или, ВОЗМОЖ, 
трех гидроксильных групп, а также целостность гидрофобной . 
ковой цепи [32, 33]. Для окончательного выяснения топографии 
рецептор-стеринового взаимодействия потребуется очистка и бу, 
зический анализ рецепторного белка, а также изучение возникак. 
щих в нем конформационных изменений под действием Различных 
стеринов ряда витамина О. В следующем разделе приведены ре. 


зультаты экспериментов по предварительному выявлению и харак: 
теристике данного белка. 


с > НВ, 
ЦИЙ присуща 


МЫ р, 
тои 


11. ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКИИ СВЯЗЫВАЮЩИЙ КОМПОНЕНТ ДЛЯ 10, 
25-ДИОКСИВИТАМИНА О, 


Данные экспериментов по изучению распределения гормона при 
его введении ш \1уо или при его инкубации с тканью т уйго при 
25—37° С показывают, что основным местом связывания 
1%,25-(ОН)›-Рз в клетках кишечника является ядерный хроматин, 
При этом возникают три основных вопроса: 

1. Имеется ли в клетке специфический компонент, доставляю: 
щий стерин к хроматину? 


_К какой фракции хроматина относится у 
го 


же провзаимодейст. 


_ а 


эм | ь 
Ре \ ОА 1а,25-диоксивитамина Рз в кишечнике 305 
е 


\ с хроматином, необходима, очевидно, зависимая о 
и стадия активации образовавшегося комплекса. Эк 
использованием реконструированных систем, содержа 

| 


т температу- 
сперименты с 


ЩИХ ЦИ 
у и ядра или цитозоль и хроматин, позволили нам у Становить Чл 
го ь ый \ пис тствие цитозоля является обязательным условием связывания 
ыя, ом 1а,25- (ОН) ›-Оз хроматином кишечника [34, 35]. 
+ а Таблица 3 
по ИЗ Зависимость внутриклеточного распределения 1 
№ рае 25-(ОН)2-О; в кишечнике от температуры : 
аЗдель 
ному т тЫ Субклеточная фракция о ев 
| гормона, % 
А И 


0 Цитозоль 53 
Хроматин И 
Митохондрии 23 
Микросомы 7 

37 Цитозоль 9 
Хроматин 65 
Митохондрии 20 
Микросомы 6 


Б. Выделение и характеристика цитозольного рецептора гормона. 
Отличия от сывороточного связывающего белка и белка, 
<вязывающего 25-оксивитамин Оз 


Биохимические свойства макромолекул цитозоля, связывающих — 
19,25-(ОН)›-Эз и транспортирующих его к хроматину, были Е 
недавно исследованы. Инкубируя 1а,25-(ОН)›-°Н-Оз с ци 
кишечника при 0°С и анализируя # куба 
центрифугирования в градиентё кон 
ружили, что гормон избирательно 
имеющими коэффициент седимен 
_зольные рецепторы к 1%,25-(ОН) 
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} цепторов 19,25- (ОН) 2-Оз: а) их кажущийся молекулярный а 

| вен 47000; 6) рецепторы имеют белковую природу: у ра. 
| содержат один тип независимых друг от друга, насыщаемых Она 
| ков с Ка=2.10-° М для гормона; г) рецепторы специфич Час 
1,25-(ОН)>- > 25-ОН-Оз конкурирует за связы 


в Участки 


10 
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Номера фракций 


‚В градиенте концентрации сахарозы сорри 
- онентов сыворотки крови и цитозоля кишечника = 
1,5. — т не 30 


Ах 
% м | 18. Рецепторы 19,25-диоксивитами 

р На 6 к : 
в О ——_ы 


мы 
гормона, ассоциированных сх 
пторов с хромат 
ия 10,25-(ОН) ›-Н-Оз (50 пмоль) цыплятам мое После введе- 
ам, лишенным витами- 


| 1% 
ния 19, ь И 
Ч, В ар, в ядрах клеток кишечника наблюдалось  вЫВаИе 


| % т 
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19 


-7. Выявление ‘ядерных связывающих 19%, 25-(ОН)›-Оз компонентов центри. 
ированием в градиенте концентрации сахарозы. А. Цыплят и через 
‘мин после перорального введения 50 пмоль 10, . ) 
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Взаимодействие гормона с ядерными связываю 


д р ЩИМи КОМПонь 
ми наблюдалось и ш уйго. Гомогенаты слизистой кишечника а 


бировали с 1%,25-(ОН)›-Н-Оз (8 НМ) при 25° Св течение 9 ИНК, 
Фракцию хроматина выделяли при 0°С и Экстрагировали о 
КС!. При анализе ядерного экстракта центрифугирование к. 
диенте концентрации сахарозы обнаружено наличие 3,7$-пика к 
занного 1%,25-(ОН)›-Оз (рис. 7, Б). Следовательно, ядерные ето 
торы седиментируют точно так же, как и 3,75-рецепторы Щит 
Если же гомогенаты инкубировали в течение 20 мин при °С Я, 
| с ядерными 3,75-макромолекулами связывалось значительно ен 
ше стерина. В этой главе уже говорилось о температурной зави» 
мости связывания гормона хроматином; та же зависимость набли. 
дается и в случае, когда рецепторы хроматина солюбилизируют 
0,3 М КС! и анализируют методом центрифугирования в градиенте 
концентрации сахарозы. Сходные результаты были получены при 
использовании реконструированной двухкомпонентной рецептор- 
ной системы для 1%,25- (ОН) ›-Оз; эту систему (цитозоль-+ хрома. 
тин) инкубировали с меченым гормоном (4 нМ) в течение 10 мин 
| при 25 или 0° С, а затем ядерные рецепторы экстрагировали 0,3 М 
КС! (рис. 7, В). 

Поскольку центрифугированием в градиенте. концентрации са: 
харозы не удавалось отличить цитоплазматические рецепторы 
1,25-(ОН)>-Оз от ядерных (рецепторы обоих типов имеют коэф- 

_фициент седиментации 3,75), можно было предположить, что ядер- 
ный компонент появляется за счет перемещения в ядро комплекса 
стерина с цитоплазматическим компонентом. Главным доводом в 

этого предположения послужил тот факт, что для ассоцна- 

о гормона с хроматином в реконструированной систе 

золь — ядра необходимым. условием является присутствие 
слизистой кишечника [34, 35]. Для последующего изуче- 
жной связи между ядерными и цитоплазматическими ре 
и,25- (ОН) 2-Оз мечен бировали с рекой“ 


13. Рецепторы 10,25-диоксиви 


| тамина Оз в кишечнике 309. р 
| Е: 


у пторных ком 

атических реце понентов не 
плазм о снижается с - 
Анно за 5 мин при 25°С [39]. Эти результаты дают НОВЕниа | 
ВБть, что хроматин слизистой киш Ре Е 
гормоном может содержать небольшие количества ви: - 


1а.25-(ОН)2-Р. В то же время рецепторы, обнаруживаемые во 
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к рис. 6 [39] (с разрешения Америка 
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независимым методом. Комплексы 1%,25- (ОН) 2-0. с макро 


}‚ 
лярными компонентами цитозоля и ядерных экстрактов до 
прочны, чтобы выдержать фракционирование на колонках аг ОЧНО 
ного геля. Для дальнейшего сопоставления цитоплазматическ, роз, 
ядерного 1,25-(ОН)>-Р:-связывающих белков была использо 
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Рис, 9. Гель-фильтрация на агарозе цитоплазматических и ядерных связыв: 

(ОН).-Оз компонентов кишечника цыплят. Цитозоль и хроматин киш 

няли (2 мл) и инкубировали с 1%, 95- ОН)>-3Н-Бз (4 нм) 10 мин. 

ал Тин. ги ли 0,3 М х ты 
9, 20- 


2 ее _ — ой ых я 
> 
о, е 

( | 13. Рецепторы 1 


0,25-С ио 3 ТЛ Г: й 
[о ксиви амина р. в кищеч 
) Т. З шечнике 311 


А, 
и Е ь 
ом а, м ченого 10,25 (ОН) Оз. Таким образом, с не 
р льтрацентрифугирования и тель-хроматографии я ЩЬЮ методов 
жить различий между специфическими ядер е удалось обна- 


№ № ру. НЫМИ И 
й тическими рецепторами 1925- (ОН) ;-Р.. Полученные аа 
тверждают, что ядерные и цитоплазматические мена 
ы 


| представляют собой сходные макромолекулы, неразличимы 

| пользованными методами центрифугирования в р. н- ис- 

” трации сахарозы и гель-фильтрации на агарозе. Но, с другой Г. 

— роны, поскольку для связывания с хроматином гормон-рецепто 3 

— ных комплексов цитозоля необходима стадия их температурной 
| активации, в структуре цитоплазматических и ядерных рецепторов. 

й, 


имеется, вероятно, очень важное различие. В случае эстрогенных 
рецепторов матки подобное различие проявляется в изменении ко- 
эффициента седиментации с 4 до 5$ [12], что, возможно, обуслов- 
лено присоединением специфической пептидной субъединицы [40]. 
В то же время превращение рецепторов прогестерона из цитоплаз- 
матической формы в ядерную не сопровождается заметными изме- 
нениями таких физических свойств, как коэффициент седиментации 
или молекулярный вес, определяемый методом гель-фильтрации' 
[13]. Итак, рецепторная система для 10,25-(ОН)›-Оз кишечника 
больше напоминает систему для прогестерона, чем для эстрогенов; 
вместе с тем все три системы обладают важным общим свойст- 
вом — перенос гормона в ядро зависит от температуры. х 


У!, НАЛИЧИЕ В ТКАНЯХ ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКИХ И ЯДЕРНЫХ 
РЕЦЕПТОРОВ 
Для проверки тканевой специфичности эффекта Я 
плазма ов в ядро были проведены и 
‚ Цитоплазматических рецептор и т 
в с использованием цитозоля и хрома | 
зольные фракции печени, почек - КИ 
няли с хроматином кишечника и ти й 
этого хроматин экстрагиров* 
анализировали центрифугированием 
озы ( 0). Наиболее. 


(р 


С 
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мишеней. Доводом в пользу такого предположения может 


отсутствие 3,75-компонентов в экстрактах хроматина печен м | 
почек после их объединения с одноименным 

а также то, что 3,75-компонент можно обнаружить в х 
выделенном из кишечника, но не из печени или почек (рис. 


Американского общества 


цитозолем (рис. т 
Ромати } 
И) Не, 


Рис. 10. Переход 19,25- (ОН) ›-аН. 
Эз из цитозоля печени, почек п 
кишечника в хроматин кишечника 
Ш Ууйго. 19, 25-(ОН)›-3Н-О, (60 
Ки/ммоль, 2 нМ) инкубировали с 
2 мл следующих смесей: А ЦИ- 
тозоль печени с хроматином ге. 
чени (Г) или с хроматином ки. 
шечника (//); Б— цитозоль по- 
чек с хроматином почек (1) или 
с хроматином кишечника (/); 
В — цитозоль кишечника с хрома 
тином кишечника. Экстракты хро- 
матина (0,3 М КС!) центрифуги- 
ровали в 5—20%-ном градиентах 
сахарозы, как указано в подписи 
к рис. 6. Все инкубационные сме- 
си содержали 2—3 мг ДНК; ко- 
личество радиоактивности, собран- 


ной с градиентов, пересчитывали = 


на 2 мг ДНК [39] (с разрешения 
миков). 3 


ивали 
) > Н-Бз, П 


Рис. 11. Переход 19, 25-(ОН).›- 
3Н-)з из цитозоля кишечника 
в хроматин печени, почек или 
кишечника ш УЙго. 10,25-(ОН).- 
ЗН-Оз (6,0 Ки/ммоль, 2 нм) ин- 
кубировали с 2 мл следующих 
смесей: А — хроматин печени с 
цитозолем кишечника (1) или 
с буфером (1/); Б- хроматин 
почек с цитозолем кишечника (1) 
или с буфером (11); В—ци- 
тозоль кишечника с хроматином 
кишечника (1) или с буфером (1/) 
В параллельных экспериментах к 
пробам, содержавшим цитозоль 
кишечника и хроматин органов- 
немишеней (4, Б, В — 111) или 
хроматин кишечника и буфер 
(ВГУ) добавляли 200-кратный 
избыток немеченого 19,25-(ОН)>- 
Оз, Экстракты хроматина центри- 
фугировали в 5—20%-ном гради- 
ентах сахарозы, как указано в 
подписи к рис. 6. Все пробы со- 
® держали 2—3 мг ДНК; количе- 
° СТво радиоактивности, собранной 
градиентов, пересчитывали на 
_мг ДНК [39] (с разрешения 
анского общества биохи-. 


Зн, имп/мин на 2мг ДНК 
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УН. МОДЕЛЬ РАННИХ СОБЫТИЙ В ДЕЙСТВИИ 
1а,25-ДИОКСИВИТАМИНА О, 


Результаты, суммированные в этом разделе и более детал 
|| изложенные в оригинальных работах [28, 32, 34, 35, 37, 39 ой | 
| суются с представленной на рис. 12 моделью ранних событий 71а: № $ото 
| взаимодействии  19,25-(ОН)›-)з с его органом-мищенй и 
19,25- (ОН)>-ОЭз входит в клетку слизистой кишечника и ВЯЗЫВ ря 
ется цитоплазматическими рецепторами. После этого гормон в г. } 3 
| де гормон-рецепторного Комплекса РЯ дай 
| . 125 транспортируется в хроматин. й [о 
осуществления этого транспорта необ. я 


. В о, 
ходим этап зависимой от температуры НИ 
(® —— 15 активации (или трансформации) ком. о ераЗЫ 
| | Й | Е. 
а. плекса, приводящий к появлениюуре, бы 


от температуры цепторов способности’ прочно связы- 
ваться с интерфазными хромосомами 


(хроматином). Взаимодействие гор- 

Ядро мон-рецепторных комплексов со спе. 

цифическими местами хроматина (ак- 

[125 цепторами) обеспечивает, вероятно, 
>>> 


усиление транскрипции отдельных об- 
ластей генома. Предполагается, что при 
Рис. 12. Модель взаимодейст- ЭТОМ открываются специфические гены 
вия 19,25-(ОН).-Оз с клеткой И одновременно повышается актив- 
кишечника. нЕ Ри, взя- НОСТЬ РНК-полимеразы И [16], 
тыми в кружок, обозначен ре- РН! = 
_цепторный белок цитозоля ПРИВОДИТ к синтезу новой РНК. 
буквами Рц в квадрате —ре: Всей вероятности, эта РНК 


орный белок ядра. ляет собой мРНК или ее п 
о м Е т 
о а _ ную яде ю РНК. По-вид 
е процессинга и перемещения в ци 
твующие в транспорте ' 
р, аСБ) НИ 658 


К посл 


белки, у 


елок 


13 Рецепторы 10,,25-0 
,25-диоксив Т 
Ц амина р 


_ 3 в кишечнике 315 
я лют работу генов в клетках 
‚егулируют | ) в клетках эу 
гают, | далос аблюдая ь ан 
нам удалось наблюдать связывание м. [45, 46]). Хо- 
‚омплексов с хроматином ткани-мишени п УЦго ОЙ || 
частие этого связывания в действии гормона {п ‹ м. 


ры : 1 пу! 

У одание реконструированной системы, содержащей РН оУется 

аз, предшественники РНК, гормон-рецепторные м 5 
ксы и 


1н, которая обеспечивала бы с 
хроматин, : > синтез 4е по 
ющей транспортирующие кальций бел уо мРНК, коди- 
всего выделить эту РНК и доказать, 
лируется в конечный белок типа Са 


ки. Конечно, надо прежде | 
о она специфически транс- | 
ый . Иными словами - | 
имо выполнить работу, аналогичную проделанной ел | 
сом [13] по индукции мРНК овальбумина в яйцеводах цыплят 

| 

| 


После этого, возможно, удастся с помощью РНК-зависимой ДНК. 
полимеразы синтезировать комплементарную ДНК, которую мож- 
но было бы использовать для создания метода измерения индуци- 
руемой мРНК. Наличие метода определения мРНК для СаСБ бы- | 
ло бы очень ценным. С помощью такого метода можно было бы, 
во-первых, показать, что концентрация этой мРНК повышается при 
тормональном воздействии ш \1у0. Во-вторых, можно было бы до- 
казать, что гормон-рецепторные комплексы действительно вызы- 
вают избирательный синтез мРНК для СаСБ в реконструирован- 
ной системе рецепторы — хроматин ш уго. 
Если 1%,95- (ОН) ›-Эз-рецепторные комплексы в самом деле сти- 
мулируют образование отдельных новых типов мРНК, то это дей- 
ствие могло бы обеспечиваться несколькими вероятными механиз- 
‘мами. а) Транскрипция генов и синтез РНК могут быть увеличены 
в силу изменений матричной активности хроматина. Это могло бы 
происходить за счет взаимодействия рецепторов с гистонами, при- 
водящего к раскрытию специфических генов, или же, что более 
вероятно, за счет влияния на негистоновые белки, способные _ 
тролировать транскрипцию ге . 
_ что рецепторы либо сами обла 
[47], либо активируют эндогенн 
_ фосфорилирующую хромосомные белки, 
_ ет на транскрипцию. Таким образом, ре 
: ать геном либо непос 
ы могут дестабилизировать ген 

действовать через ферменты, мо 
ормон-рецепторные ко < 

РНК-полимеразный 


и 
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ядра в цитоплазму [42] или же влияют на катаболизм РНК, в р ‚ж 
прос о механизмах регуляции активности генов и процессов к 6. и 
тия является одной из важнейших нерешенных проблем биолор п 
Можно надеяться, что дальнейшее изучение механизма йети 
гормонов типа 19,25-(ОН)>-Оз на ядро облегчит изучение к. 
сложной фундаментальной проблемы. ой 


УШ. ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ДАННОЙ РЕЦЕПТОРНОЙ СИСТЕМЫ 
В БИОЛОГИИ И МЕДИЦИНЕ 


Несмотря на то, что за счет введения витамина Г: в молоко а 


ментарный рахит в США в основном побежден, существует ряд за. 
‘болеваний костей (например, почечная остеодистрофия, зависимый 
от витамина ЛП рахит, наследственный гипофосфатемический рахит 
и др.), напоминающих по своим свойствам резистентные к витами- 
ну Р формы рахита. Имеется множество других заболеваний, свя- 
занных с нарушениями кальциевого обмена (например, идиопати. @ та 
ческая гиперкальциурия, саркоидоз, первичный гиперпарати. \"* 
роидизм и т. д.), которые, по-видимому, характеризуются 
типерактивностью витамина О. Кроме того, витамин О принадле- 
жит к тем немногим витаминам, которые в сверхфизиологических 
дозах оказывают токсическое действие, что является причиной 
весьма многочисленных случаев гипервитаминоза О. Этиология ток- 
<ичности витамина Ш в настоящее время выяснена совершенно не- 
‘достаточно. Хотя многие из упомянутых заболеваний ` костей и 
кальциевого обмена обусловлены, вероятно, нарушениями превра- 
_ щения витамина О. в 19,25-(ОН)›-Оз или нарушениями регуляции 
Этого превращения, причиной некоторых заболеваний могут ока“ 
заться поломки в системе рецепции 19,25-(ОН)>-Оз органами- 
‘шенями. Для выяснения патофизиологических основ таких. 
ней надо располагать методическим арсеналом, позволяющим. 
ть метаболиты витамина Пи пров 
‚ Хотя. 


13. Рецепторы 1%,25-0 


и Н. 
КСивитами а р. в кишечнике 7 
31 
кКТиИвнНостТЬ (см | р ) 


› НО и да 
зировать такие о которые можно бы оЗМОЖНость син 
ь, лечении больных. Кроме того, такой подход п Ы использовать 
и выяснению причины гипервитаминоза р ЭЗволяет подойти 


А. Определение 1а,25-диоксивитамина О; 
методом 

Выявление компонентов, специфически связывающих | 
(ОН)з-Рз, сделало возможным создание метода определена 
мона на основе конкуренции лигандов за связы тов 


радиорецепторным 


тка методов опре- 


тамина О) стала очень акту 
: а аль- 
ной. Подобные методы могли бы найти применение и при и 


метаболизма витамина О. до 19,25-(ОН).›-Оз, и для выявлении 
больных с отклонениями в минеральном гомеостазе, обусловленны- 
ми нарушениями в метаболизме витамина О. На основе белков с 
высоким связывающим сродством к 25-ОН-О; был создан метод 
определения этого стеринового предшественника [49, 50]. Концен- 
трация 25-ОН-Оз в плазме человека, определенная этим методом, 
равна 20—30 нг/мл. По ряду технических причин разработка мето- 
да определения 10,25-(ОН)2-Оз — задача более сложная. Предпо- 
лагали, что содержание этого стерина в крови должно быть зна- 
чительно ниже содержания его менее активного предшественника, 
что делало необходимым применение белка с высоким сродством и 
специфичностью к данному гормону. Кроме того, удельная радно- 
тов 19,25-(ОН)›-Н-Оз ниже 
активность коммерческих препара и. — 
удельной радиоактивности большинства ее о. ие — 
этому конкурентный анализ связывания 19, - (ОН) - Е 
был бы быть относительно менее чувствительным. РЕ 
В методе измерения 1%,25- (ОН ра, по 3 
° Двух сравнительно новых публикациях | и’ характеристика. 
° Проблемы были преодолены. ДА 1а 25- (ОН) дала. 
_ Плазматических и ядерных рецепторо вния гормона. За. 
м ть использовать их для НИЕ 5. (ОН)>-Оз эти 
окой специфичности и сродства 
испособлены для такой цел 
Л 


[1 


р Ён 
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радиорецепторном определении 10,,25- (ОН).-О.. © ПОМОЩЬ 
метода Брумбо и др. [52] установили, что содер 9 
1а,25- (ОН)2-Оз в человеческой плазме составляет величину 
40 пг/мл. Для сравнения приведем концентрации Этого тор о о ру 
животных: крыса 160—200 пг/мл; цыпленок 40—80 П/мл: © она я 068 
26—40 пг/мл; свинья 100—140 пг/мл; корова 50—70 ба | 
[54]. Таким образом, у изученных видов . цен р 
ция гормона в крови находится в пределах 30—200 пг/мл >. 
около 1.10-0—5.10-ю М. Этот уровень совместим с функци И ее сл 
рованием рецептора с константой диссоциации примерно о | ев 


] в, 
М. ит склер 
Приготовление 1 Хар Н)2 
т | р 95: (0 | 
слизистой ® | 6 10, авиС! 
я ИМ, 3 
5... = эм Е 
ИИ ол В Гомогенизация и иди 


Цыпленок с рахитом 


Реакция 
125*(5000 имп/мин, 
6 Ки/ммоль) 
1,25 (Нерадиоактивный) 


Смесь цитозоля и 
хроматина (200мкл) 


0мкг ДИК на 2мг белка 


`бпределение 


246 
125 пг-10-2 


Экстракци. измерение 
„радиоа! г : 
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— именно такой р как было показано, ха 
— имодействие 19,25-(ОН)›-Оз с рецепторами ’ ‘аРактеризуется вза. 
цыплят [41]. Пожалуй, наиболее ва 
диорецепторного метода определе 
можность его применения в качес 
та для обнаружения заболеваний, при которых соде 
го гормона в крови отличается от нормального, К Ржание данно- 


акип : 

ли, у больных с хроническим заболеванием почек = 
крови продуцируемого почками гормона резко снижена о р 
. ы 


ентов, лишенных почек, гормон вообще не удается определить [52] 
Для случаев остеомаляции и зависимого от витамина Г рахита 


° также характерно низкое, не поддающееся определению содержа- 
ние 10,25-(ОН)2-Оз в крови [55]. Однако У больных гипофосфате- 
мическим, зависимым от витамина О рахитом содержание гормона 

_ находится в пределах нормы или слегка повышено [55]. Гипопа- 

о ратироидизм и псевдогипопаратироидизм сопровождаются пони- 
женным содержанием 1%,25-(ОН)›-Оз в крови, а при первичном. 


типерпаратироидизме содержание этого стерина повышено [51, 
’ 55]. Таким образом, паратгормон может служить важным регуля- 
тором синтеза и секреции 19,25-(ОН)›-Оз у человека. У больных 
раком с гиперкальциемией невыясненной этиологии содержание 
_ 19,25-(ОН)›-)з понижено или в норме [55]. Основываясь на эт 
данных, мы заключили, что отклонения содержания 14,25- (0. 
„крови от нормы, возможно, играют важную роль в этиологии г! 
еркальциемических заболеваний, таких, как почечная о ди 
офия, остеомаляция и гипопаратироидизм, и заболеваний, соп 
дающихся гиперкальциемией, например рр 
то же время в патогенезе резистентного к витамину № рахи 
_неопластической гиперкальциемии этот 
ющей роли. Можно ож о послед 
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стеме рецептор — радиоактивный лиганд отражает биологиче 
активность изучаемого аналога, можно получать важные сведе © 
о новых синтетических стеринах. Значительный интерес п ед НИЯ 
ляет 1а-оксивитамин Оз (1%-ОН-Оз), и прежде всего потоу тав. 
синтезировать это соединение относительно просто и недо о 
можно, это соединение будет использовано при лечении некото ы 
резистентных к витамину О костных заболеваний. В ЭТОМ синтети 
ческом стерине уже имеется функциональная гидроксильная груп. 
па при первом углеродном атоме (рис. 5), вследствие чего это со. 
единение активно у животных, лишенных почек. Активность 
1а-ОН-Оз ш \1уо очень близка к активности природного гормона 
19,25-(ОН)›-Оз. Этот стерин так же быстро стимулирует всасыва. 
ние кальция, как и 19,25-(ОН)2-Оз, а в хронических опытах его 

антирахитическое действие ничем не отличается от действия при- 

родного гормона [11]. Зервек и др. [56] недавно обнаружили, что 
| 19-ОН-О; действует за счет превращения в 1,25- (ОН) ›-О», а не 
Е как истинный аналог гормона. Толчком к постановке прямых экс- 
т периментов, доказывающих, что 14-ОН-Рь служит предшественни- 

| 


ком 19,25-(ОН)›-Рз, послужило следующее наблюдение. Хотя эф- 
фективность 19-ОН-Оз ш хо равна эффективности природного { 
гормона, для вытеснения меченого 19,25-(ОН)>-Оз из комплексов | 
_с рецепторами кишечника ш уйто концентрация синтетического 
стерина должна быть на 9—3 порядка выше концентрации природ- | 
ного гормона [32]. Можно надеяться, что использование данного 
молекулярного теста для соединений группы витамина ПР позволит - 
в дальнейшем создать аналоги витамина О, которые будут, воз- 
можно, более активными, чем 1,25-(ОН)›-Оз. Такие стерины най- _ 
д ное практическое применение при лечении гипокальцемиче- 
способности вытеснять 1%,25-(ОН).-Оз из комплек 
С т 25-ОН-Ох является наиболее эффективным пр 
(концентрация 25-ОН-О, должна ‘превышать 


_ ствия 1а,25-(ОН)»-Оз важно 


‚ о 
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м неконтролируемый перенос ка 
с перкальцемию. Следовательно, токси 
И, таминозе р может быть 25-ОН-Б 
В 


этого заболевания являет 

тот идроксилирования витамина О п о. р регуляции 
ойствовать на рецепторные места. Концентрация О 
ви здоровых людей равна 20 нг/мл [49], т.е. о. в кро- 
в 500 раз выше концентрации 14,25- (ОН) РБ. (40 Е 
му в нормальных условиях 25-ОН-Оз может конкурировать к 
одным гормоном. Следует, однако, учитывать возможное Е. 
связывающих белков плазмы на доступность 25-ОН-О, для рецеп- 
торов 1025-(ОН)2-Оз в кишечнике. Ясно, что когда эти плазмен- 
ные белки насыщаются 25-ОН-О (что может происходить при дли- 
тельном лечении фармакологическими количествами витамина 0. 
например 400 000 МЕд в день), избыток 25-ОН-О.› может имитиро- 
вать действие гормона и хронически активировать рецепторы 
кишечника [5—7]. Еще один довод в пользу предположения о том, 
что токсическим агентом при гипервитаминозе О является 95-ОН- 
., получен в недавней работе Каунтса и др. [58], обнаруживших 
появление гиперкальцемии у лишенных почек детей после лечения 
большими дозами витамина О. Поскольку у таких детей биосин- 
тез 14,25 (ОН) 2-02 не мог происходить, было сделано заключение, 
что интоксикация под действием витамина О обусловлена чрезвы- 
чайно высоким содержанием 25-ОН-П. (635 нг/мл). 

Итак, изучение молекулярных основ действия 19,25-(ОН)›-Оз 
показало, что данный стерин функционирует посредством «двух-. 
ступенчатого механизма» связывания, приводя в конечном счете - 
к изменениям в активности генома кишечника. Таким образом, 
1а,25-(ОН)>-Оз наряду с альдостероном, дигидрогестостероном, 
эстрогенами, прогестероном и кортизолом следует относить к гор- — 
монам, которые регулируют специфические функи 
счет влияния на ядерный синтез РНК. Выяснение 


ЛЬЦИЯ И вк 
ческим агенто 
2; КЛЮЧОМ ДЛЯ понимания па- 


онце концов 
м при гипер- 


не только с точки. 
_ позиций. ме. 
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ВЫЯВЛЕНИЕ В-АДРЕНЕРГИЧЕСКИХ РЕЦЕПТОРОВ 


г. ви 
ОО ди к 
Р. ЛЕФКОВИЦ №. 


Рерагётелй5 о! Месте ап В!осНет!з гу 088 
рые ОтыуегзЙу Меса! Сещег ой Торо 
Пигват, Мог СагоЙпа 


1. ВВЕДЕНИЕ 


Физиологические эффекты катехоламинов 
нов) опосредуются двумя типами адренорецепт 
а-Рецепторы опосредуют, к примеру, сосудосуживающее и брон. | % 
хосуживающее действие катехоламинов. Через В-рецепторы осу. |" 
ществляется широкий спектр адренергических эффектов, включая | № 


влияние на частоту и силу сердечных сокращений, липолиз в жи. 
ровой ткани, 


(пирокатехинами. 
оров — а и. в 1. 


пропранолола таким свойством 
изопротеренол является сильным агони- 
их рецепторов; норадреналин же дейст. 
1ропранолол — сильный антаго 
нтоламин неактивен. 


наоборот, 
г а-адренергическ 


М. 


14. ,/ 
м, Выявление В-адренергических рецепторов 3 } 
\ 


едования ряда лабораторий свидет 

| ыные с аденилатциклазой  адренорещев оо том, что 
ны физиологическим В-адренорецепторам т 
епепторы обладают всеми теми свойствами, включая и сп Эти 

ность, которые следовало ожидать на основе физиологич 

фармакологических исследовании на цельных тканях [8]. 


ы нь ПУТИ К ВЫЯВЛЕНИЮ В-АДРЕНЕРГИЧЕСКИХ РЕЦЕПТОРОВ 


Исс 


ецифич- 
еских и 


о Наличие простого теста на активность фермента (аденилат- 
® циклазы), являющегося одним из наименее отдаленных от В-адре- 
ат _  норецепторов звеньев в цепи действия катехоламинов, послужило 
стимулом к попыткам выделить непосредственно сами рецепторы. 
В большинстве таких работ пытались получить связывание мече- 
ных В-адренергических лигандов с рецепторными участками раз- 
личных мембранных фракций, содержащих аденилатциклазу. 
Присутствие в таких фракциях чувствительной к катехоламинам 
аденилатциклазы дает в руки экспериментатора мощный инстру- 
мент для сравнения и подтверждения результатов изучения свя- 
зывания. Можно ожидать, что свойства В-адренергических рецеп- 
торов, обнаруживаемые при непосредственном изучении связыва- 
ния, будут близки к их свойствам, предсказанным на основании 
исследований активации катехоламинами аденилатциклазы. 


1У. КРИТЕРИИ ВЫЯВЛЕНИЯ В-АДРЕНЕРГИЧЕСКИХ РЕЦЕПТОРОВ 


Основные критерии выделения В-адренергических рецепторов 
в экспериментах по прямому изучению, связывания касаются спе- 
цифичности, сродства и кинетики наблюдаемого связывания [9]. 
Специфичность В-адренорецепторов хорошо охарактеризована 
_ в большом количестве работ, в которых использовались и 
° ные ткани [8], и мембраны, клетки а ‹лаз: 
курен : нергических агонистое 
курентная эффективность В-адренер ИИ 


Нистов при взаимодействии со о 
строго соответствовать способности этих соединений единен! 
Е т се действие 


ыы 
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констант диссоциации взаимодействия веществ с их рецеп 


с помощью прямых измерений связывания должно давать ОРам й 
Че. | 


ния, наиболее близкие к истинным. В то же время такое о на 


ь ее п 
ние на основе исследований по влиянию изучаемых соединен 9 
аденилатциклазу или чисто фармакологических исследован на 


проводимых на цельной ткани, всегда осложнено существ 


и, 
Е Е ОВание 
множества факторов, участвующих в сопряжении этапо 


В свя 
вания данного вещества рецепторами и физиологического та 
Тем не менее следует ожидать, что между константами дисеоциа. 


`ции, определенными по результатам связывания и по влиянию 


аденилатциклазу, будет выявлено по крайней мере хоро 
ветствие. 

Процесс взаимодействия В-адренергических агентов с аденил. 
атциклазой, сопряженной с В-адренорецепторами, протекает 
‘очень быстро [7, 10, 11]. Несколько групп исследователей незави. 
симо друг от друга установили, что стимулирующее действие ато. 
нистов на аденилатциклазу или ингибирующее влияние антаг- 
нистов достигается в пределах 1 мин [7, 10, 11]. В соответствии 


шее соот. 


_с этим скорости ассоциации меченых адренергических лигандов со 
_связывающими местами предполагаемых В-адренергических ре- 


цепторов и диссоциации образующихся комплексов должны быть 
относительно высокими. 


у. ПОПЫТКИ ПОМЕТИТЬ В-АДРЕНЕРГИЧЕСКИЕ РЕЦЕПТОРЫ 
*Н-АНТАГОНИСТАМИ КАТЕХОЛАМИНОВ 


ен’ 


С 1969 г. рядом исследовательских групп начата работа по изу- | 
ию возможности использовать меченные тритием катехолами: | 


онистами, но для этого требовались от 
антаго адренолитиков (>10 М). а-А 
арац при всех 


(ты 


совпадали [29, 30]. 
пецифичности и сродстве 
к лиган ерименте местами связы- 
ания Н-катехоламинов и теоретически предсказываемыми В-ад- 
енергическими рецепторами, имеется ряд существенных разли- 
ций в их свойствах (критерии для идентификации В-рецепторов 
приведены выше, а также в других работах) [9, 32]. Между 
местами связывания °Н-катехоламинов и В-адренорецепторами 
имеются два основных отличия в плане их специфичности. Во-пер- 
вых связывающие места не обладают стереоспецифичностью, 
характерной для В-адренергического действия: (-+)- и (—)-изо- 
меры катехоламинов обладают одинаковым сродством к этим 
местам. Во-вторых, за связывающие места с ЗН-катехоламинами 
конкурируют многие физиологически неактивные соединения, со- 
держащие катехоловую группу (включая и сам катехол). г 
Сродство связывающих мест к В-адренергическим антагони- 
стам оказывается значительно ниже (на несколько порядков) тех 
величин, которые. можно было бы предсказать на основании 


имеющихся данных о высоком сродстве этих агентов к физиологи- 


ческим В-адренорецепторам. 

Кинетика процессов связывания и диссоциации “Н-катехола- 
минов в некоторых системах также оказывается несколько более 
медленной, чем можно было ожидать на основании данных 06 — 
очень высокой скорости стимуляции аденилатциклазы под деис 
вием катехоламинов и ее ингибирования под влиянием а 
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в котором проявляется их Физиологи Е 
Более т щие места, по-видимому, каки ® 
действие. Бол ы с модулирующим или медиаторным биолони® 
образом Е аатезоламинов` Указанные выше несоответствия © 
ким действием в более ранние представления, согласно Которых 
а связывание, то, во всяком случае, подавляющая к 
если и не все интактными физиологическими В-адренергине 


обусловлена Е 
— желорими. Но, с другой стороны, ряд других точек зрения 
выдвинутых для объяснения полученных данных, также, По-ВИди, 


тКи. 
мому, не выдерживает критик 
1 Ратренйзас и др. [33, 34] предположили, что наблюдаем 


ь ‹ соединений, 
и С ого, связываю 


связывание ЗН-катехоламинов обусловлено микросомной катеход: 
О-метилтрансферазой (КОМТ). Эта точка зрения основывалась 
на том же факте, что для обоих процессов (взаимодействие со 
_ связывающими участками и с КОМТ) характерна специфичность, 


определяемая катехоловой группой. Кроме того, по данным этих 
авторов, кофактор КОМТ $-аденозилметионин оказывал стимули:. 
рующее влияние на процесс связывания. Однако несколько групп 
_ исследователей опровергли эту гипотезу [31, 35, 36]. Было обна- 
ружено, что многие сильные ингибиторы КОМТ не подавляют. 
_ связывания [31, 36], а эффект $-аденозилметионина воспроизвести 
не удалось [35]. Более того, было показано, что некоторые свой- 
ства фермента, а также его тканевое и субклеточное распределе-_ 
о о от рых для мест связывания, В 
ывалось также предположение, что «связывание» — это. 
сления, сопровождающийся необрати- 
х продуктов ЗН-кат Е 
аях часть связывания 

а 
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> сводится в присутствии ЭДТА [16], то соединения, содержащие 
п оловую группу (например, ДОФА), теряют способнос 
катехо. ь за связывающие места. Стереоспецифично ть кон- 
Ури однако, пока выявить не удается. СИ, 
ВИ той подход К рдолению возникших затруднений заклю- 
ется В ТОМ, что инкубацию проводят в присутствии высоких 
концентрации пирокатехола [37]. Это физиологически неактивное 
` соединение ингибирует связывание 3Н-норадреналина мембранами 
клеток жировой ткани ит льНо на 96%. Около 50% того 
небольшого количества ЗН-норадреналина, который продолжает 
оставаться связанным, может быть дополнительно вытеснено (—)- 
пропранололом (10-5 М). На основе этих данных было высказано 
‘предположение [37], что вытесняемый (—)-пропранололом, но не 
_вытесняемый пирокатехолом °Н-норадреналин связан с «истинны- 
ин» В-адренергическими рецепторами. Для оценки правомерности 
такого подхода требуются, однако, дополнительные данные. Так, 
‘необходимо знать, является ли остаточное связывание стереоспе- 
‘цифичным, соответствует ли это связывание по своему сродству и 
пецифичности В-адренорецепторам. Можно ожидать, что в боль- 
стве систем (—)-пропранолол в концентрации 10-5 М будет 
еснять весь меченый лиганд, связанный В-адренорецепторами. 


15 |-АГОНИСТЫ КАТЕХОЛАМИНОВ 
,. 


° Высказывалось предположение, что для более надежного вы- 
я В-адренергических рецепторов с помощью методов пря- 
‘определения связывания потребуются лиганды, удельная 
ивность которых значительно выше той, которая дости- 
и использовании ЗН. [38]. Это оказалось неверным. Как 
ясно из дальнейшего, В-адреноре епторы можно 0, 
ять с помощью лигандов, меченных тритием.. 
в меченные до высокой удель 
акими-либо п 

чили меченные 
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проводили по м 'фицирова 

ение > : ННоМу 

АЯ а [39]. Удельная радиоактивность”. № 

тоду 50-—100 Ки/ммоль, что знач 
т 


ного продукт тов тритированных ель 
выше радиоакт т х катехолау № 


поступающих в продажу. ма а к В-адренй 
ецепторам весьма высоко и 31 льно превышает сродеть 
‚ ()-изопротеренола ПИ. Мы исследовали связывание Дано 
соединения с мембранами миокарда и эритроцитов '. Несмотуя 

‘на высокую удельную радиоактивность этого соединения ие 
очень высокое сродство к рецепторам, результаты определения 
связывания были полностью идентичными тем, которые получены 
с 3Н-норадреналином или зЗН-изопротеренолом. Это связывание 
не является стереоспецифичным, оно ингибируется физиологичес. 
ки неактивными катехоловыми соединениями. Ясно, что сама по 
ебе высокая удельная радиоактивность — условие, еще недоста. 

чное для выявления связывающих мест, обладающих всеми 
свойствами В-адренергических рецепторов. 


ИЕ В-АДРЕНЕРГИЧЕСКИХ РЕЦЕПТОРОВ 
›НИСТОВ, СОДЕРЖАЩИХ РАДИОАКТИВНУЮ 


А результатов, полученных при изучении свя 
катехоламинов, послужила толчком к поискам меч. 
торые позволили бы более надежно и специфично. 
} Поэтому не удивительно, что внима 
онкурентные В-адренергические 
сродством и специфичностью» 
истов для выявления В-андр®” 

. Еще в 1967 г. Поттер [40] изуч 

ью предсердий и их фрагмент 
‘видетельствовали о НеН“” 


зания данного с0* 
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спарата в ткани и для регуляции его п 


кА И р . 
жа М \ ного 4]. С другой стороны, связывающие м 


ам [ 


й О ошение к «стабилизирующему» действию пропра 
[9 о мбраны. Однако ярко выраженная способность - и 
ко Ме › овать В-адренергическое действие Свид. порановон 


г блокир . 
о онное соединение связывается В-адре 
| что да единственный вывод, кото ). се пораАМИ. АРАМ 
т, образом, — рый можно сделать на основе 
А 


он 


| 
оС Наб ен-ен,.— мн 


+ * 
сна=сНн-Н,с 


сн(сн,), 


рис. 1. Строение (—)-алпренолола. Обозначены вероятные участки присоедине- 
ния трития. ‚ 


— описанных выше данных по определению связывания, заключает- 
— ся в том, что 3Н-пропранолол связывается не только с В-адренер- 
_ тическими рецепторами, но и с другими местами, Последний тип 
связывания, обнаруживаемый в самых различных эксперименталь- 
ных условиях, препятствует выявлению В-адренорецепторов. 
— Позднее в эритроцитах лягушек [11, 45—48] и в миокарде со- 
бак [49] мы обнаружили связывающие места для меченого В-ад- 
` ренергического антагониста ЗН-(—)-алпренолола. Эти участки 
‘обладают, по-видимому, всеми теми свойствами, которые должны 
ь присущи местам связывания В-адренорецепторов. Структура 
)-алнренолола показана на рис. 1. Присутствие в молекуй 
ре иен двойной Е о ‚ще 
ольного кольца делает (—)-алпрено 
я каталитического восстановления ‘газообразным т 
едура позволяет ввести два атома трития_ 
Юла, что обеспечивает высокую Ул“ 
емого продукта (17—33 Ки/ммоль 
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С другой стороны, эти свойства почти идентичны тем 


ко 
должны обладать связывающие места В-адренергических реа 
Пт. 
ов [11, 45—49]. } 
р ВХ ЗН-(—)-алпренолола происходит очень 
равновесие достигается в пределах 2—3 мин при 37° С 


тс 
скорость характерна и для процесса диссоциации комп екон 


ченого антагониста с мембранными местами связывания: В) эн] 
процесса для мембран эритроцитов составляет 30 с О то 
мембран миокарда — менее 15 с [49]. Быстрая кинетика СВяЗыва 
ния коррелирует с быстрым «включением» и «выключением» дей. 
ствия В-адренергических агентов на аденилатциклазу. Известно 
что максимальная стимуляция данного фермента под действием 
изопротеренола наступает в течение 1 мин [11]. Сходным образом 
В-адренергические антагонисты полностью подавляют стимули. 
рующее действие катехоламинов за 30—60 с. 

_ Сродетво различных естам свя- 
зывания ЗН- (—) активности 


роцитов и сердечной мыш- 
)-алпренолола [11, 49]. Актив- 
м двум тестам во всех случаях 


располагается в сле- 
епторов порядке: (—)-изо-_ 
орадерналин. Более того, и. 


ярко _ выраженная р 


в каждого из аго- 


> р: 
© з © 


Ингибирование связывания “Н---атренолола, % 
ю 
© 


2 . 9 8 й 6 5 4 Э 2 


—109 [В-Адренергический агонист, (м)] 


и т ан эритроцитов лягушек (—)- и (-)-изомерами 
Б. Инги связывания зН-(—)-алпренолола вых 


тер ренол, 11 — и адреналин, Ш - (—)- 
ы НЫ 


— (-+)-норадреналин. Детали 
были их в работе [1 


№ 
© 


5 
Ё 
5 

8 
5 
© 
З 
Ё 
: 

< 
а 

= 


Ги. 
10 Е] 8 7 6 5 4 


—199 [В-Адренергический антагонист, м] 
И 

Шильда [50] для описания конкурентного ингибирования чувствительной к 
тциклазы мембран эритроцитов лягушек (—)- и (-)-изомерами В-адре- 
[11]. Были сняты кривые доза — ответ для концентраций изопротерено- 
рисутствии или в отсутствие трех фиксированных концентраций каждого из 
бс начает отношение концентраций изопротеренола, оказывающих одннаковое 
ии в отсутствие антагониста в данной концентрации. 752 ГО олане 
енолола мембранами эритроцитов лягушек под действием (—); и = 

| р Е И -алпренолол, // — (—)-пропранолол, 1/7 — (--)- 
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Табли 
Сродство адренергических агонистов к местам связыван т, | 8 
эН-(—)-алпренолола и к В-адренорецепторам, сопряжея 
с аденилатциклазой [11] енным 


(их; 


пы 


Полумаксималь- п 
Агонист Стерео- |Ное ингибирование но лУмаксималь- 
изомеры связывания р ая стимуляция 
Н-(—)-алпре- денилатциклазы, 


нолола, мкм МКМ! 


а 


УС Е: 


о. 
обе 


Норадреналин 150* 


м С) 


Адреналин 15 
800* 


Изопротеренол 0.3 
700* 


› Сс-34 (РЫИИрз-Оирваг) 0,1 
Сс-25 (РНИИрз-Вирваг) | 0,55 
Протокилол 0,4 


Сотеренол 1,5* 
МУ 9184 0,07 0,08* 


о 


И 
< [9-паротериимостии? тии, 


„ингибирования 4 


1 Звездочки указывают, что максимальная стимуляция аденилатциклазы 
под действием данного соединения была ниже, чем под действием (—)-изо- 
протеренола. В таких случаях «полумаксимальная стимуляция аденилатцикла- 
зы» относится к такой концентрации данного соединения, которая вызывает 
половину от максимального действия этого агента. Минус означает, что ак- 
тивность (+)-норадреналина была настолько низка, что достаточно точно 
определить его концентрацию, оказывающую полумаксимальное стимулирую- 
щее действие, не предоставлялось возможным. 


истов и антагонистов приведены в табл. 


Таб 

ли 
стов к местам связывания 3 
енергических антагони 

ь о енолоха ик В-адренорецепторам, сопряженным 

.с аденилатциклазой [11] 


Полумаксимальное 


Кажу; ая. 
Стереоизо- | ингибирование связы- рее. ся Кар дд 
Антагонист меры вания 3Н- (—)-алпре- т руемой изо. 
М ротеренолом 
нолола, мк. Адена 
латциклазы, Е 


ны 


Алпренолол 


0 

Пропранолол 0 

- (+) 5 0,14—0'25 | 
„Дихлоризопротеренол (=) 5 0,2—0,53 
“Сотолол (==) 15 1,121 
„МУ 7434-1 (Е 100 4,0—4 5 
Бутоксамин (= 40 1,6—3'0 
Практолол (= 110 И: 
'Фенилэфрин (=) 270 20—95 
„Метараминол (=) 180 20—90 
Фентоламин — = 
'Феноксибензамин 


х 


— 


активируемой изопротеренолом аденилатциклазы оп- 


Е рода у аминного азота на крупную 
‚а также при изменении (--)-конфигурации на 
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Эти данные еще раз подчеркивают тот Факт, чт 
цепторами, по-видимому, зависит в первую м 
этаноламиновой боковой цепи и от природы замес 
аминного азота. Способность же «активиров тителя при атоме 
процессы с помощью этих рецепторных механизмо 
хатехоловым ядром. Гранфелд и др. [де В определяется 
очень ограниченное количество модификаций но ег 
ца совместимо с «внутренней» агонистической актов | к 

Хорошее соответствие обнаружено не только межд г: 7 
стью адренергических соединений взаимодействовать х. м 
связывания ЗН-(—)-алпренолола и с В-адренергическими и 
рами, сопряженными с аденилатциклазой, но и между величинами 
Ка, полученными двумя способами тестирования (см. табл. | и 
2). Следует, однако, отметить, что значения, полученные путем из- 
мерения связывания, часто (но не всегда) оказываются несколько 
большими, чем аналогичные значения, определенные на основании 
экспериментов по влиянию на фермент. Как уже подчеркивалось, 
непосредственное измерение связывания должно давать наиболее 
близкие к истинным величины констант диссоциации для взаимо- 
действия лигандов с их рецепторами. 

Приведенные данные показывают, что для идентификации свя-. 
зывающих мест в мембранах эритроцитов можно использовать 
ЗН-(—)-алпренолол. Скорость взаимодействия таких мест с ли- 


тандами и специфичность этого взаимодействия ре 
их ы 

му, что можно ожидать в случае В-адренергическ 

ая _ ь для изучения рецепторных 


анный подход, очевидно, применим и а 
систем тканей млекопитающих. Те же методы ры и с 
ренергических рецепторов были нами "о Свойства рецепторов | 
фракцией мембран из миокарда собак [ а на свойства — 
° сердечной мышцы оказались удивительно 1 
рецепторов эритроцитов лягушек. › тренолол 

Выявленные с помощью Но р. по 
ста В-адренергических ЕЕ р. единицы 


‘удалось д г. 
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е длительной экспозиции ткани 
Я о данного соединения 152]. Ни 
ы ствии высокой т становили, что инсулиновая резистент 
\ Рот и а гиперинсулемию, связана со ниже 
всегда с ву 
ецепторов инсулина. 

И в ИИ аля нас проверить возможное в 
ого связывания В-адренергических рецепторов на свод 

и чувствительность к катехоламинам. В 
о аннивы были выбран к 
стве экспериментальной модели нами раны Эритроциты 
лягушек. Введение лягушкам их катехоламинов 
приводит через 1—24 ч к постепенному паден: Ю чувствительности 
аденилатциклазы мембран эритроцитов к стимулирующему дейст. 
вию катехоламинов [46]. Такое исчезновение чувствительности спе. 
цифично именно для В-адренергической стимуляции, поскольку п 
ы базальная, и индуцируемая фторидом активности фермента при 
таком воздействии не менялись. Значительное снижение чувстви. 
тельности аденилатциклазы у животных, получавших катехолами- 
ны, сопровождается соответствующим падением концентрации 
мест связывания В-адренергических рецепторов («ЗН-(—)-алпре- 
нололевязывающие участки»). Существенных изменений в вели- 
чинах сродства связывания и Км для стимуляции аденилатцикла- 
зы изопротеренолом при этом не обнаружено [46]. Потеря чувст- 
вительности полностью обратима: если введение катехоламинов 
_ прекращают, то чувствительность к ним восстанавливается полно- 
стью. Приведенные данные позволяют думать, что длительное 
вязывание В-адренорецепторами агонистов имеет регуляторное 
е; в результате уменышается количество рецепторов, а сле- 
снижается тканевая чувствительность к катехолами- 
| механизмы, с помощью которых осуществляется по- 

ая регуляция, пока еще не изучены. 

Описанные В этой главе методы прямого определения связыва- 
быть с успехом использованы при изучении различных 
г верГИ чувствительности. Работа в этом 


ать выяснению роли повреждений 


чувствительности к катехол-. 


= <= 
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ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ В-АДРЕНЕРГ 
ИЧЕС 
№“ РЕЦЕПТОРАМИ И АКТИВНОСТЬЮ Кими 


АДЕНИЛАТЦИКЛАЗЫ В ЭРИТРОЦИТАХ ИНДЕЙКИ 


(1 Ч, = ыы—Юмюм—ы——м—._ 
Же, р 1 ДЖ. БИЛЕЗИКЯН! 

Перагипеп! о? Месте 

СоПере о! Рнуз1с1апз ап4 Зигееопз 


СоштЫа ОшщхуегзЙу 
№ м Уогк, Ме\у УогК , 


|. ВВЕДЕНИЕ 


Многие физиологические эффекты, связанные с действием. 
В-адренергических катехоламинов, обусловлены активацией аде- 
нилатциклазы, приводящей к внутриклеточному накоплению цик- 
лического 3’5’-АМФ [1,2]. В-Адренергические катехоламины = 
способны активировать аденилатциклазу в гомогенатах эритроци- : 


тов птиц [3—5] и лягушек [6], а также в гомогенатах многих 
тканей млекопитающих. Согласно существующим представлениям, | 
действие катехоламиновых агонистов начинается со связывания. `_ 
° специфичными для гормона рецепторными местами плазматической — 
° мембраны клетки-мишени. На некоторых тканях проворы 
временное изучение чувствительной к гормону аденилатци 
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| получать препараты плазматических мембран о. и 
й г) можно илатциклазной и связывающей активностями. Бы М | 
| бильной аден словия активации аденилатциклазы И СВЯЗЫвани $ Й 
показано, в различны Е, 13, 14]. Недавно бы и 
ных ированное производное катехоламинового анадо® 
и ий активность которого исследовалась по Г 
ме а] В первой части настоящей главы бу Е 
логи : 


дет Дана 
сравнительная характеристика связывания меченного Тритивм 


изопротеренола и иодированного аналога оксибензилииндолола р 
инениями аденилатциклазы. 

и соед орного взаимодей 
Первичный результат гормон-рецепторн аимодействия — 
активации аденилатциклазы — чувствителен к гуаниловым нуклед- 
тидам [19, 20]. Усиление (амплификация) чу вствительной К гор- 
мону аденилатциклазы под действием гуаниловых н} клеотидов об. 
наружено в случае многих тканей и гормонов [21—25], в том числе 
и в эритроцитах индейки [16]. Этот эффект еще более ярко выра- 
жен при использовании аналога, гуанилилимидодифосфата 
{ГфФФ(МН)Ф) [27, 28]. Во второй части главы будет Рассмотрено 
влияние гуаниловых нуклеотидов на функционирование В-рецепто- 
ров. При этом ‘особое внимание будет уделено действию нуклеоти- 
дов на уровне плазматической мембраны. 


И. МЕТОДЫ 


Выделение мембран эритроцитов. Метод приготовления плаз- 
_матических мембран эритроцитов индейки уже опубликован 


рмону препараты оставались стабиль- 


11]. Чувствительные к го 


ми по крайней мере в течение 2 месяцев при их хранении в 
_0,25 М растворе сахарозы. 


Определение аденилатциклазы. 


/ Метод измерений образования 
‘циклического 3’5’-АМФ из 32Р-АТФ 


1,5—6,8. Активность фермента, стимулиро- 
ом, составляла 12—55. Приведенные вели- 


' средние значения результатов трех из- 


15. В-Адрене 
о о 


фазу, полученную, из смеси, содержащей Равные об 

тата, | н. уксусной кислоты и 0,02 М КГИ объемы этилаце- 
, о >. . 

хранили при 4 (© В Е В присутствии м 

фенола (10 мг/мл). Удельная активность . 


Ргически 
е Рецепторы, и аденилатцих: 
лаза 343 


125] - сиб 
Связывание оксибензилпиндолола С 
. Связыван 
ного оксибензилпиндолола плазматическими мембрана ой 
ляли, инкубируя последние (50 мкг на 100 мкл) с мечены опреде- 
дом (приблизительно 2.10 М; 10000 имп/ не 


бационной смеси) в буфере, используемом для 
нилатциклазной 


активности (без 9-3?Р-АТФ). Конечный объем 


состояния равновесия через 60 мин; количество связанного аналога. 
оставалось на постоянном уровне в течение последующих 60 мин. 
Разделение метки, связанной с мембранами, и свободной метки 
осуществляли фильтрованием 100 мкл инкубационной смеси через: 
стеклянные фильтры ватман 4752-1,20 (проводили три параллель- 
ных определения). Фильтры промывали 15 мл холодного трис-бу- 
фера. Величина блэнка (радиоактивности, остающейся на фильтре 


В отсутствие плазматических мембран) составляла примерно. 10— 


20% того количества радиоактивности, которое задерживалось на — 
фильтре в присутствии мембранной фракции. : 3 


Ш. РЕЗУЛЬТАТЫ 
я` из интакт-_ 
1-(—)-Изопротеренол стимулирует Е ция этого. 
ных эритроцитов индейки. Полумаксимальная сти\ 
процесса наблюдается при концентрации. 


(рис. 1). Этот процесс и сопрово. 
ния цАМФ ру В-адрене 
Вололом, но не фентоламином, 
ибиторам. Эксперименты по 
зовались препараты’ 
ки, показали, чт 
гается 
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Относительная скорость выброса натрия, мин" 


О 7 6-5. -4 
199 [Изопратеренол (М)] 

Рис. 1. Влияние изопротеренола на относительную скорость выброса натрия из 

эритроцитов индеек. Результаты получены с 41-изопротеренолом (Г) и 4-изопро- 


а (П). Каждая точка представляет собой среднее из четырех определе- 
ний [14] (с разрешения Американского общества биохимиков). р 


вы 


Структурная специфичность активации аденилатциклазы 
ния катехоламинов 

ах индейки активность аденилатциклазы стимули- 

минами (табл. 1). Для активирующего действия 

еобходимо наличие следующих условий: гидро- 

фенильного кольца (катехоловая группа) в положе- 
роксилирование В-углеродного атома, а также на- 

|. ной аминогруппы при а-углеродном 


алкильного заместите- 
овой группы можно 
3023 и АН 3365, _ 


Таблица 1 
соединений, стимулирующих аденилатциклазу 


Катехол Этаноламин 

Активность по отношению 

к активности 1-изопротере- 
нола! 


3,4-фенол В-углерод. | и-углерод. 


в НМ 


в | 


он он он Н СН (СН,). 1,00 


ОН Н 


ОН СНз 


[1 СН, СН} 


(о) Е 0,25 


он С (СН). 


5:10 — Мс активностью 5-10—1 М Г изопротеренола, принятой за 1. Способ опре- 
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# 


Стимуляция относительно мансимума, 


© 8 С 
од [Изопротеренол (М)] 


оламинов и их способностью активировать аденилатциклазу 
за места, связывающие катехоламины 


Структурные детерминанты Активность‘ 


_ этаноламин 


конкуренция за 
аденилатциклаза связывающие 


Хх 
я участки. 


ОН при В-С МН—К при а-С 


о на аденилатциклазу и связывание °Н-изопротеренола концентрация использованных 


ржать, но могут и не содержать указанную группу. 
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причем для 50% ингиби 
немеченого И 1079—5- 10-4 М немеченого а к СВ. 
о 3), Примерно такая же концентрация изопротерено м 
ва В аженмальную стимуляцию аденилатциклазы, В №. 
ша для стимуляции транспорта натрия в целых клетках треб 
ется значительно меньшая концентрация катехоламина (рис. |) 


1070 
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© 
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м 


ое 


0 50 560 90 
Связанный ЗН-изопротеренол, 
пмоль на мг белка 
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5 
$ 

5 
8 
5 
© 
3 
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РТ--изопротеренола как функция концентра- 
ставка: данные, приведенные на рис. 3, 
вия эксперимента описаны в разд. — 
цества биохимиков). › Е 


зы 
а должна отвечать ряду 
В то же время ‚. 
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1 Структурная специфичность В-адренергического ингибиров 


ания 


Сильные ингибиторы аденилатциклазы вызывают полумакси- 
альное ингибирование фермента, если соотношение концентраций 

У нтагониста и ре не превышает 0,10. Этаноламиновая функ- 
ция В-блокаторов подобна этаноламиновой функции изопротерено- 
да (табл. 1). Для проявления агонистической активности решающее 
` значение имеет катехоловая группа. В то же время В-антагонисти. 
ческой активностью обладают. соединения с весьма‘ широким 
спектром ароматических функций (табл. 3, графа А), с замещен- 
ными нафтиловой, фенильной или индоильной группами. Замена 
нафтиловой функции пропанолола на другие ароматические груп- 


Таблица 8 


— Сильные ингибиторы стимулируемой изопротеренолом 
аденилатциклазной активности ! 


Ароматическая Метоксильный 
Соединение | ре (А) мостик (Б) | Этаноламин 
Пропранолол + 


— Оксибензилпиндолол 


в сн=сСН» 


пренелол 


илметоксиэтаноламин . Ее) 
ь = |“ К 
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пы несколько снижает В-ингибирующую эффективность д 
соединения. Для всех сильных ингибиторов характерно НО 
метоксигруппы, соединяющен ароматическую и этаноламе И 
функции (табл. 3, графа Б). Введение заместителей в полОж о 
-фенильной группы (окспренолол, иодофенилметоксиэтанол ие 2 
`алпренелол) не оказывает сколько-нибудь значительного ИЯ 


на ингибиторную активность. м. 


В Р Т 
В-Адренергические ингибиторы со средней и слабой активностью бла 4 
Ароматическая Метоксильный 
Соединение функция (А) мостик (Б) Этанолаинн 


Соединения со средней активностью 


[5 
'Дихлоризопротеренол С 


Соединения со слабой активностью 


пметоксиэтаноламин 


73 :) =] 
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ельность ароматической функции и сх 


аб ОДство этан . 
руппы. Изъятие из молекулы метоксильного мостика о 
Пижению активности соединения, несмотря на охрана т к 

всех 


остальных особенностей его структуры ( 
пропранолол) : 

Для полумаксимального ингибирования аденилатциклазной 
тивности слабыми В-адренергическими ингибиторами (табл Ч 
соотношение концентраций антагониста и агониста должно при- 
ближаться к 20. В данной группе соединений наличие меток 
ного мостика уже не является решающим и единственным факто- 
ром, определяющим эффективность соединения (табл. 4). Все 
воединения этой группы содержат заместитель в пара-положении 
_^ фенильного кольца. Таким образом, при наличии пара-замещенных 
* фенильных производных присутствие метоксильного мостика не 
оказывает заметного влияния на ингибиторную активность. 

Широкий диапазон эффективности различных соединений в ин- 
тибировании активности аденилатциклазы не находит своего от- 
_ ражения в экспериментах по подавлению этими антагонистами 
_ связывания ЗН-изопротеренола плазматическими мембранами. 
Действительно, и сильный ингибитор |- (—)-пропранолол, и слабый 
_ ингибитор соталол — оба одинаково плохо конкурируют с тритиро- 
_ванным изопротеренолом за связывающие места (данные не пред- 

ставлены). Вообще для В-адренергических ингибиторов независи- 
— мот их эффективности в действии на аденилатциклазу характер- 
— На слабая конкуренция с ЗН-катехоламином. 


например, пронетелол и 


з В. Стереоспецифичность активации и ингибирования 


Эффекты активации и ингибирования активности аденилатци: 
азы под действием соответственно изопротеренола и пр 
характерны для 1-(—)-изомеров этих со 
-+)-изомеров составляет менее 1% актив 
В отношении активации, и в отношении инги' 
в случае катехол-специфического а 

1- (—)- и 4- 


ричность не проявляется: с плазм 


ково хорошо взаимодей 


© [2] © 
© © © 


Связывание ЗН-изопротереноле 
к 
© 


относительно максимума, % 


7 —6 —5 —4 
109 [Изопротеренол (М)] 


Рис. 4. Отсутствие стереоспецифичности в связывании тритированного П1-изо- 
ротеренола. Для подавления связывания тритированного ОГ.-изопротеренола 
`’ использовали возрастающие концентрации немеченого |- и 4-изопротеренола (Ги. 
Т соответственно). 


ереоспецифические связывающие места 


оверка гипотезы о существовании стереоспецифических свя- 
‘зывающих мест В-рецепторов стала возможной после того, как 
бах и др. [18] успешно синтезировали сильный В-адренергиче- 

` ингибитор, который можно было легко иодировать. Подобно 

Н ингибиторам, данное соединение (оксибензилпиндолол) 
катехоловой функции. Поэтому при изучении связывания 

Этого соединения отпадает необходимость учитывать 

участки связывания. Кроме того, высокая 

одированного производного (400 Ки/ 


> 


Таблица 5 


} 


ли 
ь аденилатциклазы и связывание иодированного оксибеизилпиндолола. 


Относительное ингибиро- Относительное ингибирование. Относительное ингибирование 
вание аденилатциклазы связывания !2°1-оксибензилииндо- связывания Н-изопротеренола 
рная активность лола (ингибиторная активность (ингибиторная активность изопро- 
я р пропранолола принята равной 1)! теренола принята равной 1)* 
равно; 


1,00 1,00 <0,01 
2,00 2,00 <0,01 
0,56 0,75 <0,01 
0,30 0,02 <0,01 
0,02 0,02 <0,01 
<0,01 <0,01 < 0,01 | 


для данного соединения и для пропранолола. 
данного сдединения и для изопротеренола. 
в 4 


354 Дж. Билезикян и 


выявлять связывающие участки 
[ммоль) дает АЯ иодированного оксибензилпинде 
ким сродством. ембранами при 4°С достигает равновесио & 
плазматическими М б оо оксибензилпиндолола Я 
пределах 60 мин. Избыто единения. Полумаксимально т 
бирует связывание меченого со д т а е Инги. 
бирование связывания наблюдается пр Е : рации аналога 
1.10-8—2. 10-8 М (рис. 5). Способность т В-антагонистов по. 
давлять связывание коррелирует с их инги о активностью 
_ относительно аденилатциклазы (табл. 5). Агонист -(—) -изопроте. 
ренол также ингибирует связывание, но его активность в этом 
отношении составляет лишь 2% активности 1-(—)-пропранолола 
| (рис. 5). Таким образом, пропранолол обладает большим сродством 
к данному типу связывающих мест, чем 1- (—) -изопротеренол. Это 
различие в сродстве коррелирует с большей по сравнению с изо- 
протеренолом активностью пропранолола в отношении аденилат- 
циклазной системы. 4-(--)-Изопротеренол также ингибирует свя- 
зывание, но ингибирующая активность составляет лишь 1% соот- 
ветствующей активности 1-(—)-изопротеренола, что хорошо 
коррелирует со слабой агонистической активностью 4-(--)-изо- 
_ мера. 
® Все соединения, способные взаимодействовать с выявляемыми 


_с помощью иодированного оксибензилпиндолола связывающими | 


местами, являются либо В-агонистами, либо В-антагонистами. Ка- 
х овые соединения (ДОФА, диоксиминдальная кислота) и эта- 


мины (метанефрин, октопамин), не являющиеся агонистами, | 


аимодействуют в сколько-нибудь значительной степени с дан- 
ом Я мест. Наиболее существенные свойства 


руживаемых с помощью тритированного | 
р ого оксибензилпиндолола, сведены | 


мест связывания тритированного ‘изопротеренола 
тол ЗЕ. Са 


и. 


Таблица 6 г 
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чепторы ц аденилатциклаза 355 


ление чувствительной к катехоламина 
, нк с местами, регулируемыми гуани 
связ 


М аденилатциклазы И 
ловыми нуклеотидами 


ранее мы обнаружили, что ‚Гуанозинтрифосфат (ГТФ 

активность стимулируемой изопротеренолом аде 
шает троцитов индейки (рис. 6). Этот эффект опос 
зы эри В кы механизмом, с помо 
{ В ебирует повышенную активность 
ло. 


) повы- 
нилатцикла- 
редуется тем 
щью которого пропрано- 
аденилатциклазы. При- 


07 


5-АМФ 


й 
’ 


Образование циклического 5 


еделений. По оси ординат т 
Ф, образованного в а 2 
ого общества биохимиков.) = 


;. у 
ФИУ-,5 ;© огомээвпимпй эпнра 


Ш рецепторы и адени 
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% 

а 

о 

о 
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60 


40 


20 


относительно максимума 


—8 =7 —6 —5 
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Связывание ЗН-гуанилилимидодиф 


Рис. 8. Действие гуаниловых нуклеотидов н 

а связывание ЗН-гуанил - 
фосфата плазматическими мембранами эритроцитов п: 
1 жали тритированный гуанилилимидодифосфат и возрастающие концентрации не- 
_ меченого гуанилилимидодифосфата (1) или ГТФ (П). 
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| Таблица 7 
| Влияние гуанилилимидодифосфата на активность аденилатциклазы! 
| 
И мы | | 
| | | - Контроль ыы ГфФ(МН)ф НИЕ 
| | Я а 3,08 3,32 25,5 21,3 
ии Изопротеренол 30,3 5,70 223 65,2 
| ИИ Дофамин 5.51 6,63 59,3 11,6 
М Добутамин 8, 13 2,00 119 13,8 


Й 1 Определение аденилатциклазной активности проводили в присутствии 
й указанных комбинаций В-агонистов, антагонистов и Гфф(МН)ф. Представлены 
|] средние величины (в пмолях на | мг белка за 10 мин) из трех определений. 
Концентрация всех соединений равнялась 10—4 М. Метод определения аденил- 
атциклазы описан в разд. 11. 


м Бо 


ниста) в агонисты, активность которых подавляется пропраноло- 
лом (табл. 7). 
®  Стимулирующее действие Г фф(МН)ф на активность чувстви- 
тельной к катехоламинам аденилатциклазы также может быть по- 
давлено пропранололом (табл. 7). Однако, хотя Г фф(МН)ф уве-. 
личивает активность индуцированной В-агонистами аденилатцикла- 
зы, его присутствие не сказывается на связывании катехоламина, 
меченного тритием. Но, с другой стороны, 3ЗН-Гфф (МН)ф взаимо- 
йствует со специфическими для него связывающими местами 
азматических мембран эритроцитов индейки. Это связывание 
яется самим немеченым Гфф(МН)ф и ГТФ (рис. 8). Конку- 
между ГТФ и Гфф(МН)ф за связывание одними и теми же 
„оРНЫми участками доказана экспериментально (рис. 9): 
'Ф подавляет индуцируемое Гфф(МН)ф повышение активности 
енилатциклазы как в присутствии, таки в отсутствие изопроте- 


ей показало, что для действия На адены 
индейки необходимыми Условиями ЯВЛЯ 

риь, Е рической В-гидрокс ПЫ < 
или вторично" аминогруппы при а-углеродном атоме о 
деленной агонистической активностью обладают =” отя опре- 
жено в данном исследовании и в других работах и во обНа- 
соединения, не содержащие катехоловую группу [34 т 

этой группы для проявления агонистической АКТИВНОСТИ ЯВ —_ 

ПЕ правилом. Наряду с катехоловой группой в е | 

нении должна присутствовать В-гидроксильная группа. Так Е | | 

дофамин и является катехоламином, способным стимулировать | 

аденилатциклазу в других системах [36—40], он лишен В-гидрок- | 

| 

| 

| 


латциклаз 
ются налич 
ИЛЬНОЙ груп 


у эритроцитов 
ие катехоловой 


сила и поэтому не стимулирует эритроцитарную аденилатциклазу. } 

Для проявления ингибиторного влияния на В-адренергические | 
функции соединение должно обладать структурными особенностя- | 
ми, отличными от тех, которые необходимы для В-адренергической ] 
активации. Относительно постоянную катехоловую группу агонис- 
тов у В-адренергических ингибиторов заменяет широкий спектр 
ароматических соединений. Общими для агонистов и антагонистов 
особенностями являются наличие этаноламиновой или аналогич- 
ной группы и стереоспецифичность по отношению к 1- (—)-изоме- 
рам. 

Можно было ожидать, что во взаимодействии между катехола- 
минами, В-адренергическими ингибиторами и их рецепторами 
должны найти свое отражение перечисленные выше структурные 
требования, необходимые для проявления активир Не = 
биторного влияния на аденилатциклазу. Ряд К ь—_— 
° лись выяснить этот вопрос, используя Ща а О 

НЫ М 41—43]. Для связывания меченных три : 
аминов препаратами плазматическ 
° хождения характерна, как было 

Е фичность: избыток немеченых ка 


ко, определяется лишь 
образом, структурные Е 


НА Еы 
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ифичные к катехоловой части молекулы ка 
ею предполагаемые стереоспецифиньй® 
ва зывания, которых, как можно думать, должно быть м № 
в обладают большим сродством к В-активным тени 
т Кроме того, имеющиеся соединения с тритием в качестве мет 
ки обладают удельной радиоактивностью, недостаточной для На. 
дежного выявления участков связывания с высоким сродство 
В связи с этим Аурбах и др. [18] синтезировали В-адренергически 
ингибитор оксибензилпиндолол, который может быть легко ИОДИ- 
рован до высокой удельной радиоактивности. С помощью ИОДИ- 
рованного оксибензилпиндолола эти авторы выявили стереоспе. 
цифические связывающие места с константой диссоциации 
100 М, значительно меньшей, чем константа диссоциации ДЛЯ 
\Н-катехоламинов [18]. Сродство В-адренергических ингибиторов к 
этим местам хорошо коррелирует, как впервые было показано со- 
здателями оксибензилпиндолола и подтверждено нами, с их ак- 
тивностью по отношению к стимулируемой катехоламинами аде: 
нилатциклазе. 1-Изопротеренол также способен подавлять СВЯЗЫ- 
вание, но его сродство составляет лишь 2% сродства пропраноло- 
ла. Это различие находится в хорошем соответствии с данными о 
большей эффективности пропранолола в его ингибирующем дей- 
ствии на аденилатциклазу по сравнению со стимулирующей 
активностью изопротеренола. Аналоги катехоламинов, не про- 


являющие ни агонистической, ни антагонист 
не обладают и сколь-ниб 


И 


одится наличие стереоспецифичности у 


ест, обнаруживаемых с помощью иодированного оксибензилпин- 
долола. Это свойс р 


15. В-Адренергические 
рецепторы ц адени 
латциклаза 36] 


м м Увеличение активности зависимой от катехо 
А м. 9 зы под действием гуаниловых нуклеот 
А ГТФ „дов первоначаль 
казано в случае [25, 26}. 
к о было до ] а ооедСтви было обнару- 
олее выраженный 


ламинов аденилат- 


а 
Же ды _ эффект р ое ие активности чувствительной к ка- 
ГМ № техоламинам але тциклазы в противоположность базальной 
ры С активности вм специфически подавляется |-(—) -пропрано- 
в полом. Спигель и Аурбах [28] выяснили, что Гфф(МН)ф вызыва. 
ет такие изменения в кривых доза — эффект, характерных для ак: 
№№ пивации ингибирования фермента, что изопретеренол становится 
на порядок более активным, а пропранолол — на порядок менее 
активным. 
| Показано, что гуаниловые нуклеотиды прямо и специфически 
” взаимодействуют с плазматическими мембранами эритроцитов ин- 
дейки, причем Гфф(МН)ф и ГТФ связываются одинаково хорошо, 
Это позволяет думать, что действие обоих соединений на аденйл- 
_ атциклазу включает их взаимодействие с одними и теми же 
местами связывания. Гораздо более слабое действие ГТФ на аде- 
в нилатциклазу может быть результатом его. гидролиза фосфатазой, 
_ связанной с мембранами [28]. Однако непонятно, почему же ГТФ, 
" оказывающийся более чувствительным к ферментативному гидро- 
_ лизу, чем Гфф(МН)ф, при действии на аденилатциклазу, обладает 
_в10 же время таким же сродством к нуклеотидсвязывающим мес- 
там, каки Г МН)ф. 
г А и также и тот факт, что такие ре 1 
амины, как дофамин и добутамин, которые не ее" ==. 
_ нибудь выраженной агонистической г внтеребоя 
ВЦ тановятся р- - с 
рисутствии Гфф(МН)ф с я] обнаружено, что и 
о С изоп 


последствии не удается 
‚ гуаниловые нуклеотиды п 
нергической аденилатциклазной 


азу в 


362 Дж. Билезикян 


могательным фондом Нью-йоркской кардиологической ао 
60. 


циации. х р 
Я хотел бы поблагодарить д-ра Г. Д. Аурбаха и Д-ра Рон 
Таттла за предоставленные ими оксибензилпиндолол и 
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_1. ВВЕДЕНИЕ 


° Способность гормонов щитовидной железы влиять на огромное 
_ количество метаболических процессов известна уже давно; однако 
_ элементы гипотезы о механизме действия этих гормонов, объеди- 
_няющей все эти данные, начали обрисовываться лишь в последнее 
_ время. Такая гипотеза должна объяснить широкий спектр гормо- 
нальных эффектов в различных тканях представителей и млеко- 

_ питающих, и амфибий. В ней, например, должны найти отраже- 
е такие факты, как выраженное влияние гормонов щитовидной 

на дифференцировку тканей (о чем можно судить по ме- 
головастиков), на созревание тканей (например, раз- 

и на поддержание нормального обмена веществ 


о животного. Отсутствие гормонов щитовидной железы 


таких биологических системах приводит соответственно к нару-_ 


гаморфоза, к неполному созреванию мозга, проявляю- 
ме выраженного слабоумия (кретинизм), и к синд- 
ых. За многие годы был предложен ряд 

у биологических эффектов гор- 

ИВ сводка наиболее су- 


— ция 15]-Т. в очищенных ядрах 


16. Рецепторы гор. 


_ 3 МОНов щитовидной железы 365 


вышение активности ДНК-зависимой РНК-полимеразы Об | 
женные эффекты предшествовали усилению микросом . нару- | = 
величению поглощен ного синтеза 


белка и У 
организмом в целом 


Эти работы привлекли внимание исследовате 
ядру как первичному месту действия гормонов щитовидной 
лезы. Однако в первых экспериментах [5—8]. прорбденае 
мои Ш у{го, специфического взаимодействия этих ор 
ядром клетки обнаружено не было. На протяжении последних 
лет специфические рецепторы иодтиронинов в клеточных ядрах 
все же были найдены, и некоторые их свойства теперь изучены. 
Работы, связанные с выявлением ядерных рецепторов и изучением 
их физиологического значения, отражены в недавно вышедшем 
обзоре [1], а здесь мы их кратко суммируем. В настоящей главе 
будут рассмотрены главным образом данные, касающиеся приро- 
ды ядерных рецепторов. 


лей к клеточиому 


|. ВЫЯВЛЕНИЕ РЕЦЕПТОРОВ ГОРМОНОВ ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 


О существовании связывающих мест с ограниченной емкостью 
в ядрах клеток печени и почек крыс впервые сообщили Оппенгей- 
мер и др. в 1972 г. [9]. Эти места были выявлены путем измере- 
ния количества 1!25]-Тз в ядрах через 30 мин после внутривенного 
введения следовых количеств 125]-Тз и возрастающих количеств 
немеченого гормона. При этом было обнаружено, что концентра- | 
была максимальной при введении = 
животным лишь следовых количеств '1-Тз; при увеличении дозы — 
немеченого гормона количество '251-Тз в ядрах снижалось. 
Эксперименты ясно показали, что в ядрах имеются 
‘места для Тз с ограниченной емкостью. т 
были выполнены для того, чтобы. г 
и участки представляют собой клеточне ы 


овидной железы. Сначала было Е 
ядерными участками печени, легко ое 
о цитозоля и плазмы [10]. 5 


емкость 
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ам хорошо коррелирует с итонистической ‚активностью я 
| соединений [16]. У крыс ядерные ие места были об 
| ружены во всех исследованных тканях [11], Ее ИХ КОН ент. 
рация в различных тканях сильно различалась. Концент ация 
И ядерных связывающих мест в тканях, А принято Считать 
И нечувствительными к гормонам щитовидной железы, наприме 
| в семенниках и селезенке, оказалась намного ниже, чем в таких 
чувствительных к гормонам тканях, как передняя доля гипофиза, 
печень и сердце. Конечная емкость ядерных участков, по-видимо, 
му, обусловливает ограничение биологического ответа ткани на 
| введенный гормон [17]. Максимальный биологический эффект 
| развивался тогда, когда ядерные места были полностью насыще. 
| ны гормоном. Даже большой избыток гормона над тем его коли. 
чеством, которое необходимо для насыщения связывающих мест, 
не вызывал дальнейшего усиления биологического эффекта. Та. 
ким образом, различные группы фактов свидетельствовали об од- 
ном: места связывания гормонов щитовидной железы в ядрах дей- 
ствительно являются рецепторами этих гормонов. 

Перечисленные свойства мест, связывающих иодтиронины, в 
ядрах печени интактных крыс были подтверждены в работе Де- 
Гроота и Строссера [18]. Сэмюэлс и Цай [19] представили новые 
данные о рецепторной функции ядерных мест, обладающих огра- 
ниченной емкостью для гормонов щитовидной железы. Эти авторы 
обнаружили аналогичные связывающие места в культуре гинофи- 

_зарных клеток СН. Клетки этой культуры явно чувствительны 
_к гормонам щитовидной железы, о чем свидетельствует ускорение 
` Роста и увеличение окисления глюкозы [20], ингибирование 
‚‘уреции пролактина и стимуляции секреции гормона роста [21] 
под действием гормонов щитовидной железы. Но самое главное 
_ заключается в том, что концентрация гормона, необходимая для 
Е] его полумаксимального биологического действия на 

ры, очень близка к кажущейся равновесной константе 
взаимодействия гормона с ядерными местами 


367 


Р 16. Рецепторы гормо 
^ И ь, рмонов Щитовидной железы, 
Ю 


вых количеств Та * [22]. 


) [А Приблизи 
о ж 61 находящегося в ядрах, оказалось в эт тельно 90% всего 


а, и ь ИТ» остами с ограниченной емкостью [10]. их Условиях связан- 
ак К А В дерной мембраны : растворения ядерн 
р О следовательно обрабатывали 0,2% -нь 
ый Зы ы Я 0,32 М сахарозе в присутствии м раствором тритона 
А Х птвором Мас] в 10 мм трис-буфере, рН 7,5 и, коне 100 ум 
прис-буфером, ее процедуры приводили к удале- 
нию из ядер по № ‘ЭТ-Ть, а третья — 1,2%, Таким образом 
оставшийся ядерный осадок содержал 60—75% всего количества 
#5]-1з в ядрах. Этот осадок рассматривали как грубый хроматин 
0 , 
так как он содержал 88% ДНК, 65% белка и 50% РНК ядер. 
Возможность того, что выявленный тип локализации мест связы. 
вания является результатом перераспределения 125]-Ту в процессе 
обработки ядер тритоном и солевыми растворами, была отверг- 
й пута экспериментально. Оказалось, что аналогичная доля 1251-Т. 
ядер (60—80%) связана хроматином, выделенным непосредствен- 
но из очищенных ядер центрифугированием в градиенте плотнос- 
ти, Таким образом, эти исследования показали, что специфические 
связывающие Тз места в ядрах связаны с хроматином. Иным было 
распределение в ядрах неспецифически связанного Тз, например, 
при одновременном введении индикаторных количеств 128]-Тз 
и избытка немеченого гормона. В этом случае 80—90% 125]-Тз ядер 
° Удалялось в результате обработки 0,2% раствором тритона. Та- 
_ ким образом, неспецифические участки связывания, обладающие 
низким сродством и неограниченной емкостью для гормона, лока- 
лизуются, согласно этим данным, на наружной ядерной мембране. 


_Б. Белковая природа рецепторов 


® Некоторые свойства ядерных мест св 
ы с помощью солюбилизации '1-Тз, [| 
епторами. Для этого ядра печени, Тайаи" 
“13 1 \|уо, обрабатывали 0,4 а 15 
проэкстрагировать из; 
5% ДНК. По данным. 
| ый 0,4 М КСЕ 


| 
| 
] 
зу 


_ ми белка. Если к выделенным экстракцией 125]-Т.-белковым комп- 
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в слабощелочной среде (рН 8,5) 0,4 М КС] Экстрагировал : 

го больше комплексов !?1-Тз с ядерным белком (764 амно. 
умеренно кислой (рН 6,0) среде (30%). Размеры компе 
125]-Тз с негистоновым белком, получаемых экстракцией со 
0,4 М КСЬ, были определены хроматографией на сефадексе 6-10 
По данным этих экспериментов, мол. вес рецепторов Тз Составляет 
60 000—70 000 дальтон, если принять, что этот белок является та 
булярным. 


В. Характерные особенности связывания крита 


Для изучения ряда других свойств комплексов Тз с ядерным 
белком также использовали 0,4 М КС! экстракт ядер [22]. Сраз 
после солюбилизации ядерных белков 60—80% проэкстрагирован- 
ного 12]-Тз находилось в комплексе с белком. Стабильность гор- 
мон-белковых комплексов была высокой при низкой температуре 
(от 0 до 4°С), но резко снижалась при 37° С. При использовании 
элюции с колонок сефадекса для измерения доли связанного и сво- 
бодного гормона оказалось, что количество белка в исключаемом 
объеме колонки значительно снижается после инкубации экстрак- 
тов при 37° С. Эти данные позволили думать, что снижение свя- 
зывания гормона в таких условиях может быть результатом про- 
теолиза. Вместе с тем нельзя исключить и возможность простого 
ускорения диссоциации комплексов 1?5]-Ть со связывающими места- 


лексам добавляли при 0—4° С избыток немеченого Тз (0,153 мкм), 
еснения 121-13 из комплексов, сформированных ш у!хо, не 
о. иными словами, в данных условиях молекулы свя- 


‘ско. < ОЧЕВИДНО, не могут замещаться другими молекулами 
Обработка 5 М мочевиной приводила, однако, к полному раз- 


’ гормон-белковых комплексов. Попытки выявить специ- 
< связывание Тз в 0,4 М КС! экстрактах после разрушения 
м гормоном с помощью’ инкубации при 
_мочевиной дали в этих ранних работах 
р однако, Сэмюэлсу и др. [23, 
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цепторы 
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избытка немеченого Тз не влияло 


” лен Их 125 
| пецифического связывания '%]-Т, при 


На связывание 5] -Ть 


: НЯ его добавлени 
С! экстрактам ядер т УЦго обнаружить не удалось в -- 


Эти авторы четко показали, что для связывания Тз с ре 
ами, очевидно, важны сульфгидрильные группы 25] Вы 
зружено, что проэкстрагированные комплексы Е г ядерным 


_ нару 
рахлормеркурийбензоата; 


белком разрушаются при добавлении па 
этот эффект предотвращается добавлением дитиотрейтола. Были 
описаны также результаты экспериментов по реконструкции, со- 
гласно которым при снижении концентрации соли в ядерном экст- 
ракте ниже 0,2 М связывание 1!2]-Т;-белковых комплексов с хро- 
> матином возрастает по сравнению со связыванием альбумина или 
_\ добавленного ш уЙго 13]-Т.. Однако, поскольку белки ядер в этих 
условиях могли просто агрегировать, следовало бы проверить, 
имеют ли обнаруженные «акцепторы» комплексов Тз с ядерным 
белком какое-либо отношение к хроматину. Только после такой 
проверки можно говорить о специфичности взаимодействия с хро- 
матином комплексов Тз с ядерным белком. : 
Для более детального изучения взаимодействия Тз с ядерными 
рецепторами в ряде лабораторий была проведена большая работа 
по выявлению условий, которые позволяли бы наблюдать специ- 
фическое связывание Тз в ядрах ш Уйго. Для этой цели исполь- 
зовались либо интактные ядра, либо различные ны" | 
нуклеопротеидов. Впервые о связывании а. | тре ай 
емкостью изолированными ядрами сообщили (9 


‹летки СН: из 
-3 е источника ядер кл 
_ [19], использовавшие в качеств и авторы доказали, что 


гипофиза. В последующих публикациях о ем инкубации 
° связывающая емкость ядерных мест, а измеряемой 
_сгормоном интактных клеток СНь, равна а [26 > аа 
5 при инкубации с гормоном изолирован ы 

Константа диссоциации мест связывания ео» 


нием окружающей ядра‘ 
бации. Теми же автор: 
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о 


личие в связывании Тз, то - ШП УЙго, Заключае 
в уровне неспецифического связыва „иодтиронинов. Если Е. 
печени выделяли через Е ующий ЕВЕ „времени по 
введения ш У!о индикаторной дозы ‘-18› ТО -Т ядер к. 
80—90% был специфически связан белком хроматина. Е 9 
| изолированные ядра инкубировали т 1-Тз а в бу ернох 
ПИ растворе, не содержащем белка, то большая часть радиоактивно 
НИЙ го Тз, обнаруживаемого в повторно выделенном ядерном осадке 
была неспецифически связана с наружной НО мембраной 

(ядра извлекали из инкубационной среды 30—60% 13]-Т) Св», 

занный с хроматиновыми местами '°] можно, однако, измерить 

после обработки таких ядер детергентом тритоном Х-100, удаля- 

ющим наружную ядерную мембрану [9]. Несмотря на такие раз- 

° личия, специфическому связыванию Тз ш уйго и т \1уо присущ ряд 
общих свойств, что указывает на идентичность специфических 
мест связывания Тз с ограниченной емкостью, обнаруживаемых 
в экспериментах ш УНго и в исследованиях, проведенных п Ум с 
использованием эндогенного гормона. Связывающая емкость ядер, 
по данным измерений ш Уго, составляла 0,3—0,5 нг Тз на 1 мг 
ДНК. Таким образом, она не отличалась от аналогичных величин, 
‘полученных в экспериментах 11 \1\о [10, 11]. Исследование кинети- 
ки взаимодействия Тз со связывающими местами ядер показало, 
что скорость диссоциации таких комплексов, полученных п №0 и 
Ш уЙго, совпадает (средняя величина #»=12 мин при 37° С). Кро- 
ме того, относительное (по сравнению с Тз) сродство ядерных мест 
связывания к ряду подтирониновых аналогов в экспериментах т 
„Хорошо совпадало сданными, полученными ранее ш мо 
‚наконец, условия экстракции 125]-Ть, специфически связан- 
ядерными местами ш уЙго, и профили элюции таких комплек- 
с колонок сефадекса @-100 были такими же, каки в случае 


я гормона ш У1у0 до выделения ядер. В других работах бы- 


что присутствие ряда метаболических ингибиторов 
дер с гормоном не снижает специфического свя- 
ом, для взаимодействия Тз с рецепторами 
активном метаболизме. 
ми выще, недавно получили 
у кроме того, исследовали = 
на связывани Па 9 
ны Е 


\, Ц. 
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ы м 0, ь + 
м — 


О, \ у [81]. Было установлено, о связывание аналогов с рецептора- 
п Зо Н, а ядер печени, хорошо коррелирует с биологической актизнО 
1 о эх соединений. Оказалось, что и для связывания с ядрами, и для 
| и к < 3 оявления биологической ‚активности оптимальным аа | 
(Но | зиальное расположение 3’-труппы относительно нефенольного 

фа, причем 5 труппа может быть и галогеновой, и негалогено- 


ой. Аналоги с заместителями в 3’-м положении были более актив- 
ны по сравнению с аналогами, имеющими заместители ив 3/, и 
в /’-положениях. 4’-гидроксильная группа имеет, по-видимому, 
существенное значение для связывания, но атом кислорода можно 
заменять на атом серы или на метиленовую группу. Некоторые 
лишенные галогена аналоги обладали значительной биологичес- 
кой и связывающей активностью. Корреляция между способностью 
аналогов к связыванию и их биологической активностью служит 
доказательством физиологической значимости ядерных связыва- 
ющих мест. С другой стороны, эти данные показывают, что метод 
определения связывания ш УЙго мог бы оказаться удобным для 
скрининга больших серий аналогов с целью отбора таких соедине- 
ний с агонистической или антагонистической активностью по отно- 
шению к гормонам щитовидной железы, у которых наличие этих 
свойств ранее не ожидалось. 
Последующие усилия исс 
яснение роли цитозольного 
Е к ядерным оеелгова = 
итозоля, связывающего Тз и 14 Е 
лабораторий [32—37]. В недавно проведенных исследованиях › И’ 
связывающих Мест 

ман и др. [38] определили сродство и емкость ми хара 
Цитозольного белка и сравнили их с соответствую ”^ 
ристиками ядерных мест. В цитозоле действительно ›бна 

жен определенный класс мест связывани» т. 

емкостью. Однако между цитозольн 
° Местами обнаружена большая 
кажущаяся константа ассоциации. 


ледователей были направлены на ВЫ" 
белка для транслокации Тз из цито- 
местам. Существование а 
было ранее установлено в яде 
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том, что для взаимодействия Тз с ядерными 
, г ы 
бходимости в комплексировании гормона (ВР 


‘свидетельствуют о 
цепторами нет нео 


ным белком. 
А мольау этого заключения говорит также то, что Добавленн 


йствует со специфическими я 

_в водную среду ооо. В евенном отношении о 
В евоьньы Тз с этими местами ш \1\о [29]. Более т 
Е в инкубационную систему добавляли небольшие количеств 
цитозоля, недостаточные для существенного изменения концентра. 
ции свободного Тз, то увеличения связывания гормона ядрами нь 
наблюдалось. Была рассмотрена также возможность того, что 
 эндогенный Тз, обнаруживаемый в ядрах, связан со специфичес. 
ким цитозольным белком, который функционирует как челнок, 
связывая гормон у поверхности ядерной мембраны и транспорти- 
я его к рецепторам хроматина. Тот факт, что количественные 
рактеристики связывания гормона ядрами, выделенными из кле- 
`’ крыс с удаленной щитовидной железой (и, следовательно, 
лишенных эндогенного гормона), и ядрами из клеток животных 
мальной функцией щитовидной железы были во всех отноше. 
динаковыми, по-видимому, исключает такую возможность, 
[ для проникновения Тз в ядро и связывания со специфически- 
ми рецепторными местами, видимо, не требуется, чтобы гормон 
_ перво ачально связывался специфическими цитозольными белка- 
Данный вывод позволяет отделить гормоны щитовидной желе- 

тероидных по механизму их транслокации из цитозоля в 


в. 
ас ци 


ранних исследованиях специфическое связывание 
аружить лишь в условиях целостного организма 
изолированных ядер, последние работы показали, 
щую активность ядер можно выделить, экстрагируя 
ыми солевыми растворами. Сэмюэлс и др. [23, 24] 
присутствие мест связывания с ограниченной ем- 
вом к гормону в ядерных экстрактах, 
рованных ядер раствором 0,4 
тола, при РН 7,85. Связываю- 
кты ядер и печени, и почек, и 
кинетики связывания пока- 


соответствующих типов 
е] с изолирован- 


отвующие о том, что рецептор яв 

_ Итак, солюбилизированная. {9:65 . 
дает, видимо, теми же свойствами, ь ядер обла- 
комплексы с меченым гормоном т › Образующие 
ве) [22]. описано вы- 

Связывающие места с ограниченной емк 

также обнаружены во фракции негистоновы была 
крыс. Томопоулос и др. [40] выделяли н в 


— мощью хроматографии на к а 
_ мощ р константы ско- 


негистоновых белков 
чем соответствующая 
клеток печени (1,57. 


емкость препарата негистоновых бел- 
ов соответствовала данным измерений, проведенных ш \ мо [10, 


‚› а также результатам экспериментов, выполненных на клетках 
1, [26] и на изолированных ядрах [26, 29, 30]. В процессе выде- 
ния негистоновых белков специфичность связывания частично 
рялась: эффективность Т4 и 3,5-дииодтиронина как конкурентов 
Тз за специфические связывающие места составляла соответ-_ 
нно 60 и 40% эффективности немеченого Тз. По данным дру 
исследований, сродство ядерных связывающих мест к 
тельно ниже сродства выделенных негистоновых белков, 
ми составл 


вающие места для 
ред. 
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РЕЦЕПТОРЫ ПРОСТАГЛАНДИНОВ 


Ф. КЬЮЭЛ 


Мегск пуще Гог Тнегареийс Везеагсн 
Вар\ау, Ме\м Легзеу 


1. ВВЕДЕНИЕ 


Наличие биологически активных соединений, в состав молекул 
которых включены радиоактивные изотопы, привело к буквально- 
му «наводнению» научной литературы данными о связывании этих 
_ соединений тканями, клетками и клеточными фрагментами. Что. 
‘касается сведений о связывании простагландинов, то в настоящее 
время волна публикаций на эту тему лишь только начинается. 
никает вопрос: действительно ли мы имеем дело с рецептора- 
или акцепторами, не является ли выявляемое связывание о о 
ей природе неспецифическим? фе 
Поскольку и (ПГ) обладают рядом свойств, 
с жирными кислотами, было бы не удивительно, 
бы оказалось, что они, подобно жирным кислотам, с - 
деленным сродством к альбуми - 
ны могут взаимодействовать с 
змы [2], причем сродство да 
плазмы соответствовало его’ 


Природа этого с 
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Хе. 


обще под рецептором понимают компонент клетки, ка 
торый при взаимодействии со р стимулятором 
(обычно из внешнего для клетки источника) запускает последова. 
тельный ряд эффектов, характерных для данной клетки. Хе 
обычно такие рецепторы расположены на наружной мембрань 
подобная локализация не является обязательной. Например, ЦИТ 
зольные рецепторы эстрогенов также удовлетворяют требованиям 
специфичности и инициации действия гормона. С другой стороны 
взаимодействие может происходить и с такими связывающими 
° местами, которые проявляют высокую специфичность, но функ. 
ция которых заключается не в регуляции метаболических процес. 
сов в клетке, как у рецепторов, а в метаболизме данного лиганда 
6]. Такие связывающие места мы будем называть акцепторами. 
В данном обсуждении мы постараемся доказать, что сущест. 
вуют высокоспецифические места связывания ПГ, которые на ос- 
ании принятой здесь классификации можно считать или истин. 


ными рецепторами, или акцепторами. 


фичности. Во 


ЕПТОРЫ ПРОСТАГЛАНДИНОВ ГРУППЫ Е 


дние годы был развернут широкий фронт исследований 
нию мембранных рецепторов пептидных гормонов. В то 
› за исключением рецепторов стероидов, рецепторы со- 
шидной природы были обнаружены лишь в единичных 
` другой стороны, трудно представить себе, как мо- 
ться действие на ткани-мишени таких высокоак- 
(эффективная концентрация которых — 
пределяемого рецепторами механиз- 
кта. Данные о том, что некоторые 
У особенности 7-окса-13-простиноевая 

нкурентно подавлять контрактильное дей 

т в пользу существования рецепторов 

твенной зависимости м 
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акцию можно отделить от других компоне 


ах НТОВ ГОМ 
овых клеток, используя ее высокое сродетьс м 


к 
Препарат получали просто центрифугированием ке. а 
ответствующих условиях и отделением промежуточного осадочЕд 
го слоя, масса которого составляла !/10 массы жировой клетки 
[10]. Другие авторы, работая с тенями жировых клеток также 
обнаружили аналогичное связывание ПГ [10]. Сходные связываю- 
щие места, взаимодеиствующие пренмущественно с ПГ-Б, обна- 
ужены к настоящему времени также в ткани и (или) субклеточ- 
ных фракциях печени [11], щитовидной железы [12], желтого тела 
[3], железистого желудка крыс [14], эпителия кишечника [15] 
тромбоцитов [16], надпочечников [17], лимфоцитов [8] и тИмОцИ- 
тов [19]. Полученные величины констант диссоциации для ПГ-Е 
во всех случаях были очень близки (порядка 10-9 М). 

При изучении сродства связывающего препарата из лимфоци- 


— тов к различным ПГ было обнаружено, что только ПГ-Е обладают 
— высоким сродством к связывающим местам. Сродство других 


простагландинов было на 2 порядка ниже. Интересно, что сродст- 


_во различных ПГ к этим препаратам рецепторов хорошо коррелиро- 


вало с их способностью ингибировать индуцируемое гормоном по- 
ышение содержания циклического АМФ в жировых клетках 
(ПГ-Е‚ в обоих отношениях был активнее ПГ-Еио) [20]. Анало- 
ичное количественное соотношение между способностью этих 
ух ПГ повышать содержание циклического АМФ обнаружено в 
ытах с изолированными яичниками мышей. Данный факт носит 
бщий характер: действие ПГ практически на все исследованные. 
В этом отношении ткани связано с повышением содержания цик- = 
ческого АМФ, причем соотношение эффективности ПГ всегда _ 
и то же (ПГ-Е>ПГ-А>ПГ-Е) [21]. : 
анные, приведенные в табл. 1, показывают, ' 


ых простагландинов и их аналогов 


чается высокой избират | 
особенностей структуры простаг: 


© 


0,005 


ПГ-А, 


13, 14-дигидро-11- 
Дезокси-ПГ-Е, 


(=)-15-окси-9-ке- 
тоэйкозаноевая 
кислота 


(=) -9-ацетил-12- 
оксигептадеканое- 
вая кислота 


щи с00н 
но” Я : 
он 


0 
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он 
р 00! 
в“ 
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ПГ-В, равна 10—9М. Для сравнения со сродством других простагландинов, менее активных 
активность вычисляли по соотношению сродства данного соединения к сродству ПГ-Е!. 


‘их концентрации, и лишь после этого определяли величины их относительной активйостн. 


Связыва- 
ющая ак- 
Тивность 


0,05 


5.10—6 


5.10— 


Таблица ! 


| 


Накоп- 


ление | 


ЦАМФ 


0,02 


чем ПГ-Б, эта 
Эффективность 
Для того 


ции циклического АМФ и связыванию, величины активности простагландинов соотносили с 
1 мкг/мл образование циклического АМФ в яичниках мышей об! 


за 1. 


‘действием ПГ-Е, 
эксперименте сравнивали степень стимуляции образования циклического АМФ 


в дозе 


едставлены средние величины из двух определений. 


под действием 


Пг: 


® = 
® * 
| а 
Ё : 
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>. х 
[5 в, Взаимосвязь между рецепторами ПГ-Е и Аден 
атциклазой 
Механизм, обеспечивающий повышение с 
одержания 
$ кого АМФ. Выдвинутое в первых работах [8, 23] предп цикличес- 
-- том, что действие простагландинов Е оп дположение о 


АМФ, находит все новые подтверждения 

имых на разных тканях, чему недавно 
ный обзор [24]. о взаимо 

-Е и циклическим Ф дейст 

ы ГЕ должны быть о. а существует, то рецепто- 

ы то образом связаны с одним или 
несколькими ферментами, регулирующими содержание этого цик- 
лического нуклеотида (т. е. с аденилатциклазой, фосфодиэстера- 
зой, или ферментами, регулирующими содержание АТФ — пред- 
шественника циклического АМФ). Поскольку гормоны и другие 
_ клеточные регуляторы, как было установлено, повышают содер- 
_ жание циклического АМФ путем активации аденилатциклазы, 
_ можно было ожидать, что таким же образом действуют и ПГ. 
К сожалению, действие ПГ на циклический АМФ, наблюдаемое в 
°интактных тканях, в процессе фрагментирования клеток в боль- 
_ шинстве случаев теряется. Это можно наблюдать и на примере 
_ липоцитов, и на примере яичников мышей. В гомогенатах же тка- 
ней, отвечающих на ПГ-Е повышением содержания циклического 
АМФ, стимулирующее действие ПГ на превращение меченого АТФ 
в циклический АМФ (что служит мерой аденилатциклазной 
ивности) сохраняется. При этом соотношение эффек- 
вности, с которой различные  простагландины влияли 
содержание циклического АМФ в гомогенате ив интактной 

и, было одинаковым. Это положение можно про- = 
трировать следующими примерами: ПГ-Е, стимули 
аденилатциклазу миокарда морских свинок в ООлЬ | 
чем другие исследованные прос" 
ПГ на раство 
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- не оказывал влияния ни на исхо 

нов фтора, ПГ-Е! . дн 
и р ровавную гормонами скорость превращения АТФ 
ни н АМФ [28, 29]. Поскольку имелись данные о способ 


иклический 
я ПГ вызывать транслокацию фосфодиэстеразы [30] и дейст. 


вовать на АТФазу в тромбоцитах [31], в препаратах рецепторов 
липоцитов измеряли активность и фосфодиэстеразы, и АТФазы, 
Было обнаружено, что действительно оба эти фермента присутет. 
вуютв связывающем препарате, однако добавление ПГ не приводи- 
—— по к изменению их активности [28, 29]. Таким образом, присутствие 
_в гемогенатах липоцитов функционирующих рецепторов — усло- 
вие, недостаточное для действия ПГ-Е. Очевидно, что для прояв- 
‘ления биологической активности ПГ-Е необходимо сохранение 
целостности структуры клетки. Механизм же, с помощью которого 
ти соединения снижают содержание циклического АМФ, еще не 
зучен. Тем не менее известно, то связывание ПГ с рецепторами 
ПГ-Е липоцитов коррелирует с их способностью вызывать увели- 
ение содержания циклического АМФ в яичниках мышей и в 
их тканях. Это свидетельствует о том, что рецепторы всех ти- 


ольшую часть аденилатциклазы, а аденилатциклаза 
рментом, связанным с мембранами, очевидно, что ре- 
акже ассоциированы с мембранами. Кроме того, 
связывание ПГ ассоциировано с мембранными 
оров [13], адипоцитов [10], печени [11] 

2]. Находятся ли рецепторы во внутрен- | 

тциклазе) или внешнем слое клеточной 

месте с тем было показано, что присое-_ 
Г-Е бен задерживать тромбоцито- 
р тциклазная активность кото- 
ким образом, в данном 
ны действию внеклеточных 
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м, у > 

аз Г. Взаимодеиствие между рецепторами ПГ-Е, а ый 

х < 1 и другими мембранными рецепторами ба... 


По данным конкурентного а: 
ПГ-Е представляют собой, 


нализа мембранные рецепторы 
очевидно, компоненты, отличные от 
. Гочно установлено, ч 

ПГ-Е отличны от рецепторов Дел в жировых клетеая 1 
ЛГ в лютеальных клетках [13], АКТГ в надпочечниках [17], ад- 
реналина и гистамина в лейкоцитах [32] и тиреотропного гормона 

в щитовидной железе [12]. 

О существовании такого рода различий свидетельствует также 
тот факт, что у крысят в неонательном периоде чувствительность 
яичников к ПГ-Е, судя по образованию циклического АМФ, по- 
является на 10 дней раныше возникновения чувствительности к 
ЛГ [34]. Относительно возможного существования какого-либо 
взаимодействия между рецепторами ПГ-Е и гормональными рецеп- 
торами, обусловливающими накопление циклического АМФ в 
’ данной клетке, единого мнения нет. При изучении аддитивных 
_ эффектов различных стимуляторов на аденилатциклазу, были по- 

° Лучены данные, свидетельствующие и «за», и «против» возмож- 
ного существования разных популяций аденилатциклазы, каждая 
_ 3 которых чувствительна к своему собственному стимулятору. ‘ 
_Лсно, что подобный подход непригоден для изучения гетероген- 
НЫх клеточных популяций или их гомогенатов. Клетки практи- 
чески всех типов чувствительны к ПГ-Е, в то время как на троп- 
те гормоны отвечают клетки далеко не всех типов. Благодаря 
иу возможно получение эффектов кажущейся аддитивности. 
при действии ПГ-Е, и ЛГ на интактные яичники мышей на- 
дался аддитивный эффект; в то же время в опытах с изоли- 
анными лютеальными клетками такого эффекта не получе 
‚ Аддитивности в действии ТТГ и ПГ-Е на клетки 
1 также не наблюдалось [35]. Фе вНо 
отношении влияния АКТГ и ПГ-Е на активность. 
ы надпочечников, но в этом случае 


382 Ф. Кьюэл 


ее действие на содержание цикличе 
блокировать тимур ЕВ только ПГ-Е, но и ЛГ [8], Ана 
го АМФ в и получены в отношении действия ПГ-Е и ТВ на 

ки Патовадной железы [35]. Хотя при интерпретации Этих 

В есатов авторы пришли к выводу, что ры ПГУ, ВоЗ- 

можно, играют роль промежуточных медиаторов или модулято. 

ров гормонального действия, вопрос о степени и дан- 

ного антагониста ПГ является спорным. Это тем более сомнитель_ 

но, что, как было установлено, 7-окса-13-простиноевая кислота 

блокирует стимулирующее действие ого токениа на синтез 

циклического АМФ в яичниках мышей [36]. Поскольку действие 

холерного токсина направлено, вероятно, непосредственно на аде- 

нилатциклазу, возможно, что и 7-окса-13-простиноевая кислота 

действует непосредственно на аденилатциклазу. Очевидно, что. 

многое в этом вопросе еще не ясно и нуждается в дальнейшем 

изучении. 


Д. Сравнение ПГ-Е, и ПГ-Е› 


®— До сих пор мы рассматривали рецепторы ПГ, участвующие в 
° регуляции содержания циклического АМФ, как рецепторы ПГ-Е, 
° не проводя различий между ПГ-Е; и ПГ-Е›. И действительно, ис- 
следования по конкуренции показали, что во всех изученных си- 
стемах (тромбоциты, жировые клетки, надпочечники) ПГ-Е; и 
ПГ-Е› взаимодействуют с одними и теми же рецепторами. Тем не 
менее при сравнительном анализе способности ПГ-Е, и ПГ-Е› 
лировать образование циклического АМФ было обнаружено, 
многих из изученных тканей эффективность этих двух ПГ 

ецифична [21]. Так, в яичниках мышей ПГ-Е› лучше сти- 

ование циклического АМФ, чем ПГ-Е,; в тромбо-. 

_же обнаружена обратная ситуация. В последнем случае, _ 

гря на то что ПГ-Е! и ПГ-Е› конкурируют за одни‘и те же. 

, согласно современным представлениям, пре- 

ии тромбоцитов, поскольку повышает содержание | 
та наоборот, вызывает при определен. 

цию тромбоцитов [16]. Таким образом 
п 
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билизированный препарат того же 
обладали примерно одинаковой 
последним фактом возникает вопрос: 
се солюбилизации разрушения 


не происходило ЛИ В процес- 


то 7-окса- 
не оказывала ингибирующего действи 
тивности аденилатциклазы; 
тивным ингибитором стимул 
рованного фермента [37]. О 
ления действия ПГ-Е на аде 
ся большой избыток этого антагониста ТРО 
позволяют думать, что действие 7-окса-13-простиноевой кислоты 
направлено непосредственно на аденилатциклазу, которая в со- 
<таве мембраны аллостерически связана с рецепторами ПГ-Е. 
С этой концепцией согласуется и тот факт, что сродство 7-окса- 
13-простиноевой кислоты к рецепторам ПГ-Е оказывается значи- 
тельно более низким (более чем в 1000 раз), чем можно было бы 
ожидать на основании данных о ее ингибиторном действии на 
циклический АМФ в яичниках мышей. Итак, вполне возможно, 
_ Что 7-окса-13-простиноевая кислота первично влияет на катали- 
_Тический компонент (аденилатциклазу) системы, регулируемой 
_ Простагландинами. 


— Е, Действие ГТФ на рецепторы ПГ-Е 


_ Установлено, что ГТФ увеличивает диссоциацию компл 

кагона с его мембранными рецепторами [38]. В связи с. 

агали, что данное явление может иметь определенное 

‘для проявления способности глюкагона. стимулиро 

зу. На мембранах тромбоцитов также. 
зма в о ющем действии ГТ 
[39]. Ан: 
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ствуют образованию еее отметить, чо 
ГТФ не влиял на связывание ПГ- а и препаратом да 
_ поцитов» [9, 42], в котором большие мем —АННые фрагменты отсут. 
ствовали. Возможно, в процессе выделения а связывающий 
фракции взаимосвязь ГТФ — аденилатциклаза — Е обнаружи. 
‘ваемая в интактных жировых клетках, нарушается, за счет чего 

аденилатциклаза оказывается нечувствительной к действию 
ПГ-Е,. Такому объяснению противоречит, однако, тот факт, что 
тлюкагон сохранял способность стимулировать аденилатциклазу 
‘рецепторного препарата липоцитов [42]. Очевидно, в вопросе о 
влиянии ГТФ на действие ПГ-Е предстоит выяснить еще очень 


РЕЦЕПТОРЫ. ПРОСТАГЛАНДИНА Г», 


3 отличие от того, что известно о простагландинах группы Е, 
стория изучения простагландинов группы Р и их эффектов изо- 
ошибками и противоречиями. В зависимости от вида 
‘различия в действии ПГ-Е и других ПГ могут быть чи- 
ичественными (матка человека), противоположными 

хиолы человека) или характерными исключительно для 
(лютеолиз у овец и крыс). Во многих работах было обна- 

го ПГ-Е могут и имитировать стимулирующее действие 
разование циклического АМФ, и связываться рецеп- 

оно для этого требуются высокие концентрации 


другие рецепторы через посредство иного медиа- 
действии простагландинов Е и Е ш \№\о 
мере контрактильной функции бронхиол 

жить подобный антагонизм ш уйЙго, ис- 
образование циклического АМФ, оказа- 
[23 Поэтому кажется вероятным, что слабое 
араметр (активность ПГ-Е составляет 

гражает истинной функции 

ом уровне. Необходимость 

Г-Е для воспроизве- 

улирование образова- 


е- 
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ласно этой концепции, регуляция клеточных функций 

ляется не только за счет изменений (повышения ИЛИ п > 
содержания циклического АМФ, но и (что наиболее = 
счет циклического ГМФ, причем действие циклического р. хе 
тивоположно действию циклического АМФ. В результате не 
дований, проведенных нами совместно с группой Голдберга ры. 
показано, что ПГ-Р„, в концентрации 10-5 М уже через 45’с вы- 


зывает четырехкратное повышение содержания циклического ГМФ 
в матке крыс [23]. На основе этих данных, несмотря на их ограни- 
ченный характер, было выдвинуто предположение, что цикли- 
ческий ГМФ имеет столь же важное значение для действия ПГ-Е 
как циклический АМФ для действия ПГ-Е (т. е. предполагается, 
что циклический ГМФ опосредует эффекты ПГ-В) [23]. В резуль” 
тате изучения регуляции контрактильной функции вен было об- 
наружено, что расслабляющее действие ПГ-Е связано с повыше- 
_ нием содержания циклического АМФ, в то время как контрактиль- 
_ ный эффект ПГ-Е „„ связан с повышением содержания циклического 
_ГМФ [44, 45]. Эти данные согласуются с приведенной выше кон- 
_ цепцией. Недавно выполненные исследования по действию про- 
лактина на синтез РНК в молочной железе мышей дают основа- 
ния думать, что в данном случае вторым посредником гормональ- 
ного действия является ПГ-Е,„„ оказывающий свое влияние через 
циклический ГМФ [46]. Но, с другой стороны, результаты послед- | 
них исследований механизма, с помощью которого эстрогены | 
овьышают содержание циклического ГМФ и ПГ-Е матки в про- 
русе, не согласуются с предположением о стимулирующем 
действии ПГ-Е на содержание циклического ГМФ [47]. Хотя все 
эти данные свидетельствуют, по-видимому, о существовании оп-. 
еленной взаимосвязи между ПГ-Е„, и циклическим | Ва 
а 


ВЕ р. \ 


ПГ-Е: липоцитов Г 


Таблица 2 


у г 'Лютеолитическая 
Ге 5 
К Ь ее активность таро, 
Е нг/мл) 


льных клеток. Связывающие свойства рецепторов ПГ-Е, определение циклическо- 
связывания с рецепторами ПГ-Е 20; лютеальных . клеток проводилн по методу. 
аждого простагландина. О лютеолитической активности судилн по снижению 


вотным 100 мкг простагландина. Контрольная величина равнялась 8,2-0,5 нг/мл. 
ентрация прогестерона при введенин ПГ-Е! была измерена Берманом [54/ 
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ия к структуре лигандов. Какими-либо сведениям 
| рецепторами ПГ-Е., и циклическими нуклеотид 


полагаем. 


5, 6-05 
ея 


и о связи между 
ами мы не рас- 


|\. УЧАСТКИ СВЯЗЫВАНИЯ ПРОСТАГЛАНДИНА А 


Атталах и др. [49] обнаружили, что тритированный ПГ-А, 
способен связываться в надосадочной фракции (100 000 2) почек 
кролика; ПГ-Е и ИГ-Е такой способностью не обладали. Работы 
других исследователей подтвердили этот факт; было, однако, вы- 
сказано предположение, что наблюдаемое взаимодействие явля- 
ется результатом связывания с растворимым ферментом, метабо- 
лизирующим ПГ [50], а не с истинными рецепторами. Как 
обнаружили Куэл и др. [50], диуретический агент — этакриновая 
кислота — конкурирует за места связывания ПГ-А. С другой сто- 
роны, это соединение, по данным Ангаарда, подавляет простаг- 
ландин-15-оксидегидрогеназу (ИГДГ). В результате возникло 
предположение, что данный фермент и обусловливает связывание 
ПГ-А в почках [50]. Проведенные недавно работы дали новые 
доказательства в пользу этого предположения. Связывание ПГ-А 
’° в надосадочной фракции ткани почек является, по-видимому, ча- 
° стично ковалентным. Оно включает 1—4-присоединение сульфгид- 
_ рильной группы фермента ПГДГ к ненасыщенной карбонильной 
ппе ПГ-А. Этакриловая кислота, как и ПГ-А, может взаимо- 
твовать с сульфгидрильными группами, что, видимо, опреде- 
ет ее способность конкурировать с ПГ-А за связывание фермен- 

[51. С другой стороны, было показано, что фермент «узнает» 

рые’ другие, структурные особенности молекул ПГ. Таким 
зом, взаимодействие ПГ-А с ПГДГ. почек является наиболее 

ым примером взаимодействия ПГ не с рецепто 
орами. Е Е 
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Глава 18 


РЕЦЕПТОРЫ АЦЕТИЛХОЛИНА КАК КОМПОНЕНТЫ 
КАНАЛОВ ПРОНИЦАЕМОСТИ 


_ Л. ПОТТЕР 


° Оерантен о! Рнагиасо]ору апа Рвуз10105у-В1орВуз!с5 
ОпууегзИу оГ М1апу! Эспоо! о! Мейс те 
Мат, Роп4а 


’на наружную поверхность постсинаптической 
браны мышечной клетки), вызывая увеличение 
одновременно для ионов натрия, калия и кальция 
ицаемости зависит от количества АХ (по- 
молекул), выделяемого под действием одного 
‚и далее). В результате через постси- 
есколько миллисекунд происходит пере- 

ряда, эквивалентного примерно 

дит к генерации в окружающей 

иала действия. Сходные со- 

птических потенциалов в 

астинками электрических 

Тогре4о, Магсте) и др. 

ую молекулу АХ прихо- 

ану заряда прибли- 

воляет объяснить, 

аздо более. 


18. Рецепторы ацетилхолина ц каналы проницае 
./ Те. 


мости 39] 


квадратный о постсинаптической 
107 ионов на мкм”), а также тот ак 
й ние перемещения ионов зависят р В и 
‘по обе стороны мембраны [4]. Таким образом о 
. В г О ‚› механизм, обеспе- 
чивающий возникновение синаптического потен 
а б циала, можно 
представить сеоде в виде одного или нескольких рецепторов АХ 
сопряженных по крайней мере с одним каналом для в - 
катионов. | 
В настоящее время о молекулах никотиновых рецепторов по- | 
перечнополосатых мышц и электрических тканей известно боль- 
ше, чем о любых других типах рецепторных молекул. Именно они 
были первыми «рецепторами», которые удалось выделить. Более 
того, анатомические, физиологические и биохимические данные с 
почти полной определенностью говорят о том, что эти молекулы | 
не только узнают АХ на наружной поверхности постсинаптических | 
° мембран, но и обеспечивают также захват и перенос небольших 
_ катионов через мембраны. Выделение и продолжающееся изуче- 
_ ние никотинового рецепторного гликопротеида можно, следователь- 
_ Но, рассматривать и как первый случай непосредственного выде- 
ления и изучения молекулы канала. Для этого белка здесь будет 
_ использован термин «рецепторная или рецепторно-канальная мо- 
° лекула», а термин «рецептор» в соответствии с физиологической и 
_ Фармакологической литературой и обозначениями, применяемыми 
для рецепторных моделей, останется за теми субъединицами 
гих молекул, которые несут специфические места для узнавания 


мембраны (порядка 


в 


Большая часть сведений о рецепторных молекулах получена 
последние 5 лет. При исследовании рецепторных молекул 

льзовались тремя подходами: прямым изучением постсинапти- 

‘их мембран с помощью разрушения замораживанием, 

получения тонких срезов и их негативным ‹ 

зом мембранных потенциалов и «шумового» 

тические мембраны и использованием аффи 


торов (сам А) декаметоний, 4- 
ЕН — токсин_ 
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| 
ленные участки мембран, при взаимодействии с Е агони. 
никотин) вызывают сокращение мышц [14]. Е 
ты (например, ) ги и физиол р 
шестьдесят последующих лет фармаколо и ра. Изучая 
| активность (агонистическую и антагонистическую) мае — Ко- 
| личества соединений, по своей структуре сходных с АХ, выяснили 
| специфичность рецепторов (см. [15]); физиологи с помощью ло. 
кального нанесения АХ микроэлектродами установили с точно- 
стью до нескольких микрометров местоположение аппарата, 
обеспечивающего появление синаптического потенциала [16—19], 
и доказали ионную природу синаптических токов [1, 4, 20]. Одна- 
ко сведения о рецепторах и каналах оставались разобщенными, 
‘относящимися по большой части к популяциям молекул, т. е. 
_ исследователям приходилось ограничиваться такими аспектами, 
° как кривые зависимости доза — ответ и изменения проводимости. 
° Теперь благодаря данным, полученным с помощью новых методов 
исследования, мы можем описать процесс генерирования синап- 
_тических потенциалов на уровне взаимодействия отдельных моле- 
_ кул и внутримолекулярных перестроек. Такое описание будет пря- 
мым, по крайней мере полуколичественным и аналитическим. 
Остаются, правда, невыясненными некоторые детали трехмерной 
руктуры рецепторно-канальных молекул и те тонкие внутримо- 
текулярные перестройки этих молекул под действием АХ, которые 
ределяют быстрое раскрытие каналов и перемещение неболь- 
ших катионов через постсинаптическую мембрану. 


о НЕЕ жотчитидтииьдиить 


‘иннервируемых тканях рецепторные молекулы ло- 
постсинаптической мембране непосредственно под 
ончанием; лишь небольшое количество рецепторов об- 
ается вне синаптической области. В денервированных 

ецепторные молекулы также находят, причем в этом 


п пределены равномерно по всей поверхности 


р] 


` _ 
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м . Е 
о м А ферестентнох или радиозотопной метки. Третий Подход сводит- 
разрушению материала замораживанием или приготовлением 
НнЫх частиц постсинап- 
ования данного подхода 
Уется прежде всего на 
„’ И локализацией частиц 
Щ.. Чы 1 | в постсинаптических мембранах, с одной стороны, и количеством 

“21а 3% [и локализацией рецепторных молекул, определяемых в экспери- 
ментах по связыванию токсинов, с другой стороны. Кроме того, 
ааобще № | частицы, получаемые многократным замораживанием, пронизы- 

‘зают большую часть, если не весь поперечник постсинаптической 
мембраны. Очевидно, таким свойством должны обладать молеку- 
лы, формирующие структуру каналов. 

Еще со времен Лэнгли [14] было известно, что мышцы чувст- 
вительны к лекарственным препаратам, наносимым в область 
_ нервно-мышечных соединений. С тех пор многие исследователи, 
° работавшие с наполненными АХ микроэлектродами, показали, 

что (не считая небольшой чувствительности к АХ У окончаний 
мышц вблизи сухожилий) чувствительность к АХ в районе кон- 
° цевой пластинки намного выше, чем за ее пределами [16—19]. 
_ В одной из последних таких работ было обнаружено, что эф- 
_ фективность АХ при его нанесении в область концевой а 
В 50 раз выше, чем при нанесении всего в нескольких ыыы. Е 
Г г аксонов мотонейро. 
у ты от концевой пластинки. После перерезки ак АНН: 
° НОВ в мышцах наблюдается постепенное, в течение = тм р 
” шение чувствительности к АХ вне концевой о йе 
| ибрана мышечной клетки, ‘исходно лежавш а 
-мышечного соединения, приобретает а конненой” ва 
равную чувствительности мембраны я я 
Большая часть чувствительности ых 
‚ перерезки нерва сохраняется [16]. 
Ю А 


А 
с А в срезов и к изучению внутримембра 
м кой мебраны. Правомерность использ 


| тической 
ом км для изучения молекул рецепторов базир 
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ее 


у = 
ключением случая мышщ лягушки, о которых речь пойдет Ниже) 
в уместно отметить, что концевые пластинки занимают очень 


небольшую долю поверхности мышечных ее (0,001 — 0,010, 
ВЕ). поэтому даже при очень низко ко, ентрации рецен 
торов за пределами концевои пластинки их аб олютное количество 
в мышце должно быть весьма высоким. В денервированной мыш. 
це одновременно с повышением чувствительности к АХ, наблюда. 
емом на ‘протяжении нескольких недель, происходит повышение 
связывания о-бунгаротоксина, причем связывание обнаруживает. 
ся на всей поверхности клеток [21—22]. По неизвестной до сих 
пор причине в денервированных мышцах диафрагмы крыс связы- 
вание токсина обнаруживается в трех широких зонах, центры ко- 
торых совпадают со средними точками каждой трети мышечного 
волокна. Создается впечатление, что в каждой клетке имеются 
три центра образования и (или) включения новых молекул рецеп- 
торов в клеточную оболочку [21]. Это можно было бы ожидать, 
если бы мышца имела тройную иннервацию. Но на самом деле 
такой иннервации нет. Исследования, проведенные с помощью 
адиоавтографии и флуоресцентной микроскопии, позволили более 
то установить локализацию связанного токсина. Что касается 
ичественной оценки рецепторов, то эти методы. не дали сущест- 
‘венного выигрыша. Именно с помощью радиоавтографии впервые 
было показано, что в иннервированных мышцах (диафрагмы) 
-бунгаротоксин локализуется в области концевых пластинок, а 
 денервированных мышцах. данное соединение взаимодействует 
о большей частью поверхности клеток [25]. Эти данные 
тверждены результатами, полученными при исследовании 
радиоавтографией с помощью световой микроскопии 
ер, [24]). На фотографиях мышечных [26] и элект- 
[27] тканей, обработанных токсинами с флуоресцентной 
области флуоресценции точно совпадают с местоположе- 
гических мембран. С помощью электронно-микро- 
оавтографии были получены новые данные о ло- 
концевых пластинках мышц [24, 28] и на 
рических пластинок [29]. Но, что 
‘метод позволил установить, что В 
_рецепторные молекулы 
х складок постсинаптиче- 
едственной близости от _ 


пропилфтор-. 
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олагаются рядами (по типу строчки «елочка») на выступающих 
частях складок постсинаптических мембран. Вне нервно-мышечных 
соединений такие частицы обнаруживаются крайне редко [32, 38]. 
Сходные частицы имеются в постсинаптических мембранах элект- 
ических пластин скатов Тогредо [34, 35] и Магсте [36, 37], при- 
чем взаиморасположение частиц не упорядочено. У обоих видов 
эти частицы расположены в глубоких впячиваниях и в межтерми- 
нальных областях, а у Магсте— и в выростах между нервными 
окончаниями. На тонких срезах концевых пластинок амфибий 
также обнаруживаются «гранулированные элементы» с диамет- 
ром 6,0—12,0 нм, локализация которых ограничена выступами 
складок постинаптических мембран [38]. 


Ш. КОЛИЧЕСТВО И ПЛОТНОСТЬ УПАКОВКИ 


В каждой концевой пластинке нормальной мышцы расположе- 
но от десяти до двадцати миллионов молекул рецепторов. Плот- 


— ность их упаковки на выступах складок постсинаптической мем- 
° браны составляет примерно 10000 молекул на 1 мкм?. В элект- 


рических органах плотность упаковки этих молекул равна — 5000 
_ на 1 мкм? суммарной постсинаптической поверхности. Денервация 
мышц приводит к значительному (10—20 раз) повышению коли- 
’ чества рецепторов вне концевых пластинок. Общее содержание 
рецепторного белка варьирует от нескольких нмоль на 1 кг ткани 
иннервированных мышцах до примерно 1 мкмоль на | кг ткани . 
электрических органах Магсте. 
° Эксперименты по картированию поверхностной чувствительно- 
як ДХ нормальных и денервированных мышечных клеток дава- 
основания полагать, что количество рецепторов в области кон-. 
я пластинки сопоставимо с их количеством на остальной ча- 
клеточной поверхности. Однако количественных 
ании рецепторных молекул в раз. а 


ось вплоть до введения в методический : 
и привлечения морфологически: 
аживанием, п ТОВ. 
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Что касается истории вопроса, то РВК количественные све. 
дения о никотиновых рецепторных молекулах ыли получены пи 
изучении связывания “С-4-тубокурарина ‚ ЛиаФрагмальными 
мышцами мышей [39]. Данный метод оказался Удобным для я 
следования иннервированных мыши, поскольку он давал возмож. 

ность сравнить количество обратимо связываемого лиганда в об. 
| ласти концевых пластинок (где лиганд находится и в связанной, 
| и в свободной форме) и в лишенных рецепторов участках, распо. 
_| ложенных вне концевых пластин (где весь лиганд находится, по. 
видимому, в свободной форме). Естественно, что применить этот 


метод к денервированным мышцам было невозможно, поскольк 

в данном случае рецепторы распределены по поверхности мышен. 
ных волокон гораздо равномернее. Последующие фармакологиче- 
ские исследования показали, что связывание радиоактивного 

®  Декаметония фрагментами мембран электрических органов угрей 
частично определяется связыванием рецепторами [40]; количество 
рецепторов, однако, не было точно измерено. В более поздних ра- 

_ ботах было установлено, что связывание декаметония и аналогич- 
_ ных лигандов фрагментами изолированных мембран ряда элект- 
_рических органов пропорционально (коэффициент пропорциональ- 
ности 1—2) связыванию радиоактивного АХ и токсинов [41, 42]. 
Специфическое связывание радиоактивных производных  сульф- 
рильных реагентов, способных изменять чувствительность ре- 
торов к АХ, также было пропорционально (с коэф- 
гом пропорциональности 1—2) связыванию ©-нейротокси- 
42]. Впервые количество мест связывания АХ в электри- 
х было точно измерено с помощью радиоактивного АХ 
этом случае количество связывающих мест (-— 1 мкмоль 
ктрической ткани у Тогре4о) соответствовало результа- 
селения связывания а-бунгаротоксина в той же тка- 


г 


вине 


использования а-бунгаротоксина была доказа- 
Пи [44], и в особенности той работой Ли, Цен- 
показано, что: связывание радио- 
мышцами диафрагмы крыс при- 
а. ок, в денервированных же 
аздо болышей части 
_ экспериментов, про- р 
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ассчитать количество рецепторно-канальных молекул, приходя- 
щееся на одну концевую пластинку. В большинстве мышц это 
число равно 10—20 млн. По данным наиболее четко выполненных 
экспериментов [28, 45], в одной концевой пластинке портняжной 
мышцы лягушки содержится 10 млн. рецепторных молекул. 
Средняя плотность упаковки мест связывания токсинов равна 
приблизительно 10 000 на | мкм? поверхности постсинаптической 
мебраны [21—24, 28, 29, 43]. Но если учесть, что, согласно послед- 
ним данным, на которых мы уже останавливались, токсин концент- 
рируется лишь на выступающих частях складок постсинаптических 
мембран, то можно ожидать, что плотность упаковки токсиновых 
мест на этих выступах достигает 20 000—30 000 на 1 мкм?. После 
денервации мышц наблюдается постепенное повышение количест- 
ва токсиновых мест. Затем устанавливается равновесие, определя- 
емое, с одной стороны, увеличением количества мест связывания 
токсинов, приходящихся на единицу поверхности мембраны, и, с 
другой стороны, уменьшением общей поверхности мышечных воло- 
кон в результате их атрофии [21]. За один день количество свя- 
зывающих мест удваивается; максимальный уровень, достигаемый 
через 2—3 нед, превышает нормальный в 10—20 раз [21, 22, 24]. 
До сих пор не удалось строго показать, что между содержанием 
мест связывания токсинов и чувствительностью к АХ существует 
количественная зависимость. Тем не менее ясно, что, во-первых, с 
появлением новых мест связывания чувствительность к АХ во3- 


_ растает и, во-вторых, очень сильно возрастает количество мест 


связывания токсинов вне нервно-мышечных соединений. К настоя- 


_Щему времени не удалось также обнаружить избытка ` мест свя- 
‘зывания токсинов на концах 


нормальных мышечных волокон, 
‘обладающих значительной чувствительностью к АХ [19]. 
® В некоторых нормальных мышцах, например ‘в портняжной | 
ышце лягушки, общее количество токсиновых мест вне 
шечных контактов значительно превышает их. 
их концевых пластинках [21, 31]. Эти распол 
евых пластин места связывания токсинов могут. 
цены АХ или 4-тубоку ; после солю 
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ых вне нервно-мышечных 
мест а ИВ ыы торе: остается ИИ 
8 И уместно отметить, что сильное "Н-ацетилированиь 
оксана приводит к значительному повышению. его це 
 пецифического связывания [47]. о, от фей Как 
`раз и явился одной из причин ошибочного ру я ольщо 
количества специфических связывающих мест для а-бунгароток. 
сина в ткани мозга [48]. 
В электрических органах количество синаптических контактов 
и, следовательно, общая поверхность постсинаптических мембран 
тораздо больше, чем в мышцах. Поэтому и количество мест свя. 
зывания в электрических органах намного превышает их содер- 
_жание в мышцах. По результатам измерений связывания змеиных 
о-нейротоксинов концентрация связывающих мест в мышечной 
ткани составляет 1—5 нмоль на | кг, в электрической ткани уг- 
‘рей — около 75 нмоль на | кг ав электрических органах скатов 
’Тогрейо и Магсте —1 и 2 мкмоль на | кг сырого веса ткани со- 
ответственно [11, 36, 49]. Вычисления, основанные на данных о 
суммарном количестве мест связывания и суммарной площади 
‘постсинаптических мембран, показывают, что плотность упаковки 
_ мест связывания токсинов в электрических тканях скатов состав- 
ляет величину порядка 10000 мест на 1 мкм? [43], т. е. близка к 
‘плотности упаковки в мышцах. По данным электронно-микроско- 
‘пической радиоавтографии плотность упаковки мест связывания 
нов в электрической ткани угрей в 2—3 раза выше [29]. 
дование постсинаптических мембран в различных тканях 
юЮ электронной микроскопии привело к появлению других 
определения количества рецепторных молекул. На греб- 
постсинаптических мембран нормальных мышц об- 
внутримембранные частицы (фрагментирование замо- 
ем [32, 33]) или глобулы (тонкие срезы [38]), плотность 
оторых равна примерно 10000 на | мкм?. Сходные ча- 
т колеблется от 7,0 до 14,0 нм, мож- 
‘тканях Тогрейо и Магсте после 
‚птических мембран. Плотность 
но 5000 на 1 мкм?. Во — 
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шивания изолированных постсинаптических мембран [37, 50, 68]. 
| Мембранные а, выделенные из гомогенатов электрической 
| ткани Магсте, обладают высокой связывающей способностью для 

токсина. При обычном окрашивании контуры этих частиц (в виде 
кольца?) едва различимы. Однако вывернутые везикулы с места- 
ми связывания токсинов, обращенными внутрь, выглядят в виде 
четко очерченных сфер, плотность упаковки которых составляет 
приблизительно 5000 на | мкм? [37, 50]. Сокращение постсинапти- 
ческой мембраны во время негативного окрашивания может слу- 
жить препятствием для таких измерений. Но этого можно избе- 
жать, если перед окрашиванием произвести фиксацию мембран. 
Следует подчеркнуть, что в настоящее время идентичность внутри- 
мембранных структур постсинаптических мембран и рецепторных 
молекул не доказана. Эти структуры могут быть и молекулами 
активируемой калием — натрием АТФазы, и (или) каналами для 
других ионов [37]. Если учесть, однако, что по существующим 
данным на одну молекулу очищенного рецепторного белка’ из 
электрических тканей приходится от двух до четырех мест связы- 
вания токсинов, то корреляция между плотностью упаковки ток- 
синовых мест (10000 на 1 мкм? в электрических тканях и 90000— 
_ 30000 на! мкм? в мышцах) и концентрацией внутримембранных 

‘частиц (5000 на | мкм? в электрических тканях и 10000 на 
| мкм? в мышцах) кажется неслучайной. 

. До сих пор морфологическими методами не удалось измерить 
° количество рецепторных молекул вне зоны концевой пластинки в 
‘мышцах и электрических тканях. Это обусловлено отсутствием 
четких данных о том, что внутримембранные частицы с низкой 
° плотностью упаковки действительно представляют собой рецеп- 
_ торные молекулы. р 
_ Установлено, что в нервно-мышечных соединениях | 
ест связывания токсина и количество мест связывания. 
лфторфосфата практически одинаково [28]. С. 


х 
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Каждая глобула прикреплена посредством ДЛИН. 
дновыявляемой крупной глобулярной структуре 
синаптической щели. С другой стороны. из 


| 5000 на 1 мкм?. 
| ной ножки к тру 
ящейся внутри 
| ежи и" активно работающих мышц (ср. [52]) и из 
| способных связывать токсин изолированных мембран электричес- 
| ких тканей (см. например, [49]) можно выделить холинэстеразу: 
| полученные из электрических тканей угрей молекулы холинэсте- 
разы после негативного окрашивания выглядят в виде головок с 
четырьмя субъединицами и прикрепленным к ним хвостом [53]. 
На этом основании можно предположить, что молекулы холинэс- 
теразы каким-то образом непосредственно соединены с рецептор- 
ными молекулами. Во всяком случае, данные о постоянстве соот- 
ношения количеств холинэстеразы и рецепторов свидетельствуют 
о существовании общего механизма регуляции содержания моле- 
кул рецепторов и ферментов. Следует сказать, однако, что коли- 
чество молекул эстеразы может и отличаться от количества ре- 
цепторов. Например, активность фермента в электрических тка- 
нях угрей и скатов Тогредо одинакова, а количество связываю- 
щего токсин материала в ткани угрей составляет менее одной 
десятой от его количества у Гогредо [49]. Твердо установлено 
также, что после денервации мышц млекопитающих концентра- 
° ция холинэстеразы в области концевых пластин и в остальных 
° частях мышцы в течение нескольких дней быстро снижается и ос- 
‘тается на низком уровне [54]; в то же время концентрация ре- 
пторного белка возрастает в 10—20 раз. 
При сравнении концентрации мест связывания токсинов в го- 
те мышечной ткани и количества доступных мест связыва- 
поверхности той же интактной мышцы оказалось, что 
` часть мест связывания (20—30% от суммарного количе- 
новых мест в ткани) находится внутри мышечных воло- 
экспериментов с необратимой блокадой наружных, связан- 
ой токсиновых мест связывания создается впечатле- 
Н _ материал, связывающий токсин, 
скоростью в состав мембран. При этом 
е форме, способной комплек- 
клеток [24]. При- 
популя : 


| и 
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ов вблизи мышечных клеток, и НИЯ : 
| ния синапсов. Использование радиоавтографии или образо- 
й ветовой 

За А электронной И о микроскови показало, однако, что в 

к м луре клеток эмбриональной мышечной ткани ИМ : куль- 

% Зы | концентрации токсиновые места, распределенные к 

а ности клеток и образующие иногда случайные скопле 


всей поверх- 

ния (см., на- 
чак м пример, [56] ). Более того, блокада связывания токсина и. 
мены 


ности неиннервированных мышц а-бунгаротоксином [56] или 
@тубокурарином [57] не препятствует формированию новых нерв- 
но-мышечных соединений, а присутствие нефункционирующих, но 
во всех других отношениях, видимо, нормальных нервно-мышеч- 
ных соединений не мешает рассредоточению чувствительности 
вдоль неактивных мышечных волокон [58]. Большая часть полу- 
ченных к настоящему времени данных указывает на независимость 
| процесса включения рецепторов в мембрану от нервной передачи 

как таковой. 


1У. СВОЙСТВА РЕЦЕПТОРОВ КАК БЕЛКОВ 


Имеющиеся морфологические, биохимические и физиологичес- 
кие данные об ацетилхолиновых рецепторно-канальных молекулах 
соответствуют модели, согласно которой эти молекулы представля- 
| ют собой интегральные мембранные гликопротеиды, насквозь про- 
| низывающие постсинаптическую мембрану. Каждая такая молеку- 
— ла содержит, видимо, около восьми субъединиц, объединенных 
таким образом, что их гидрофобные части ориентированы наружу, 
обеспечивая растворение молекулы в мембране, а гидрофильные 
области обращены внутрь, образуя гидрофильное ядро. Иа эт 
восьми субъединиц четыре с молекулярным весом около 42 000 
’ Зывают АХ, змеиные а-нейротоксины и другие а4 
Причем связывание происходит на тех частях 
_Обращены в синаптическую щель. При низких. 
| В его связывании и (или) задержке может набл 
_ тивность. В сос О у 
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лы, таким образом, ведут себя к р 

о ОЕ единения. В сходных условиях Холин ай. 
я Вы из мышечной и электрической тканей. Для этого Е. 
ется механическое перемешивание в присутствии высоких Кон. 
Е центраций солей. В частности, для растворения и всей 
эстеразы электрической ткани о Ам 6-ного раствора 
сульфата аммония (см. [53]). Обработка интактных мышц колда. 
геназами, содержащими примеси протеаз, или же самими протез. 
зами также оказывается достаточной для удаления холинэстеразы 
из области концевых пластинок. Чувствительность же рецепторно- 
канальных молекул к АХ при этом существенно не меняется [53], 
Однако белок, связывающий бунгаротоксин, можно легко отделить 
от мембран с помощью практически любого детергента [6—13] 
или соответствующим образом подобранных смесей спиртов, кото- 
рые обладают рядом свойств детергентов [60]. Приведенные дан- 
ные показывают, что в отличие от активной холинэстеразы рецеп- 
_ торные молекулы прочно встроены в постсинаптическую мембрану. 
” Поэтому при биохимических исследованиях, проводимых с рецеп- 
_ торами из тканей позвоночных, следует поддерживать такую кон- 
центрацию детергента, которая достаточна для насыщения всех 
‘мест рецепторной молекулы молекулами детергента; удаление де- 
тергента приводит к агрегации и часто к преципитации рецептор- 

ых молекул [49, 62, 63]. 

Интересно, что связывающие бунгаротоксин белки из тканей 
звоночных, особенно из мозга мух [9] и головоногих [61], 
ающие всеми теми фармакологическими свойствами, которые 
терны для белков из поперечнополосатых мышц и электриче- 
тканей позвоночных, могут быть легко проэкстрагированы 
ми растворами при относительно нейтральных значениях 
‹сы белка с токсином изэтих источников представляли 
телей особый интерес, поскольку их молекулярный 
ределить общепринятыми биохимическими ме- 
точностью, чем молекулярный вес покрытых де- 
тканей позвоночных. 


ь, молекул. из тканей 
способами: первый— обычные 


усы 
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| № | тройных комплексов детергент — токсин — белок (см., например 

‚ 
м [49]). Все исследователи находили, что наибольшая часть этих 
а № | агрегатов седиментирует в градиенте концентрации сахарозы мед- 


о леннее (9,35) фермента каталазы, мол. вес которой равен 240 000 
| [6—13, 21, 62—65]. Для сравнения укажем, что белково-токсино- 
вый комплекс, выделенный из головного ганглия головоногих мол- 
| люсков, седиментировал чуть медленнее (11$) каталазы; это по- 
зволяло думать, что мол. вес комплекса близок к. 940 000 [61]. Все 
исследователи отмечали также, что при гель-фильтрации детер- 
| гент-токсин-рецепторные комплексы из электрических тканей ве- 
дут себя так, словно радиус Стокса у них близок к радиусу Стокса 
В-галактозидазы из Е. сой, мол. вес которой составляет примерно: 
550 000. Комплексы же токсина с белком из головного ганглия го- 
ловоногих моллюсков элюируются с геля в объеме, соответствую- 
щем радиусу Стокса каталазы.-Когда затем для измерения моле- 
кулярного веса был применен осмометрический метод [96], стало. 
ясно, что по крайней мере токсинсвязывающая часть рецепторной 
молекулы имеет мол. вес около 250 000. 

Позднее было обнаружено, что введение ингибиторов протеаз 
в процессе очистки белка приводит к существенному увеличению 
молекулярного веса выделенных молекул. Для получения воспро- 
изводимых результатов при изучении субъединичного состава © 
помощью электрофореза в полиакриламидном геле оказалось 
необходимым также добавлять агенты, предотвращающие сшивку 
субъединиц рецепторов под действием тканевых факторов. В при- 
сутствии этилендиаминтетраацетата и фенилметилсульфонилфто- 
рида, ингибирующих протеазы [63, 96], и трис-буфера, подавляю- 
щего сшивку субъединиц [69], рядом исследовательских групп бы- 
ло выявлено существование четырех различающихся по раз 
типов субъединиц (с мол. весом около 42000, 48 000, 59. 
` 65000) рецепторных молекул из Тогредо [96] и 1 

‚лекулярный вес целой рецепторной молекулы по. 
°— фореза в полиакриламидном геле после сшивки су 

_ около 400 000. Метод седиментационного равновесия 


В. Аминокислотный состав 


Многим исследователям к настоящему времени удалось полу. 
чить чистые или почти чистые рецепторные белки из электричес. 
ких тканей и определить их аминокислотный состав [62, 63, 65, 66, 
69]. Пожалуй, наиболее важным итогом проделанной работы яви. 
‚лось установление факта сходства аминокислотного состава рецеп- 
торных и водорастворимых белков, несмотря на то что поверхность 
рецепторов крайне гидрофобна. Состав рецепторов заметно отли- 
чается от состава активной холинэстеразы. Химический анализ 
показывает также, что в рецепторные молекулы входят’ сахара 
[7], и в частности манноза. Установлено, что рецепторный белок 
может адсорбироваться на аффинных колонках, содержащих в ка- 
_честве лиганда конканавалин А; десорбция достигается добавлени- 
ем о-метил-Р-маннозида [69]. Все субъединицы очищенного ре- 
цепторного белка после разделения в полиакриламидном геле 
окрашиваются красителями на сахара [69]. Таким образом, ре- 
цепторный белок можно рассматривать как гликопротеид. Извест- 
Но, что сахара прикрепляются к белкам лишь с наружной поверх- 
ности клеток. Поэтому вполне вероятно, что углеводный . компо- 
_нент рецепторных молекул расположен в синаптической щели. Но, 
_< другой стороны, нейраминидаза не оказывает существенного 

_ влияния на функционирование рецепторных молекул в условиях 

_ Ши [17]. 


п 


Изоэлектрическая точка 


данным многих исследователей, изоэлектрическая точка ре- 
их молекул, свободных от токсина или находящихся в ком- 


› составляет примерно 5, что указывает на сильно КиС- 
р этих белков [6—13, 37, 62—66]. Интересно, что 
гоксинсвязывающий белок из денервированных мышц 

более низкой изоэлектрической точкой по срав- 
НЕ ых пластинок тех же самых мышц, 
Таким образом, между рецептор- 
ных и денервированных мышц 


у 


_ ной работе кооперативное связывание (облегче 


_Висимых или взаимооблегчающих в 
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на наличие в рецепторной молекуле четырех мест с 


сина. К такому же выводу пришли некоторые иссле 
тавшие с АХ: по этим данным на 1 
ходится 80 000—120 000 г очищенно 


вязывания ток- 


линовых мест связывания; по их мнению, на каж 
приходится два токсиновых места. В 
жения Говорит также тот факт, что на 
специфического сульфгидрильного а 
линовых рецепторов приходится окол 
Следует отметить, что при проведении подобного рода измерений 
возникает ряд трудностей, в том числе проблемы, связанные с ко- 
оперативными взаимодействиями между рецепторами, и изменения 
связывающих свойств рецепторов в процессе их очистки. Ясно, что 
для решения вопроса о равенстве или неравенстве числа токсино- 
вых и ацетилхолиновых мест связывания необходимы дальнейшие 
исследования; кроме того, не исключена возможность существова- 
ния видовых различий, х 

Величина константы диссоциации взаимодействия АХ с рецеп- 
торно-канальными молекулами, находящимися в составе постси- 
наптических мембран, по данным, полученным во многих лабора- 
ториях, близка к 10-6 М. В то же время очищенные рецепторы, по 
некоторым данным, обладали сродством к АХ, в 10—100 раз более 
низким [7, 62, 66, 69]. В последующих исследованиях эти результа- 
ты, по всей вероятности, будут уточнены. Неоднократно Е 


дый участок АХ 
пользу последнего предполо- 
одно связывающее место для 
ффинного лиганда ацетилхо- 
о двух токсиновых мест [70]. 


ся феномен кооперативности в связывании и (или) в задержке. 
мембранными препаратами. Однако в наиболее очищенных пре 
ратах эффект кооперативности, по-видимому, отсутствует ‘(см 

же). Следует подчеркнуть [12], что к настоящему времени ни | 


одним рецептором после взаимодействия 
ром) не было отдифференцировано от. 


_ (замедление диссоциации АХ ‘после двух или 


ей 


Возможно, за счет конформационных изм 
кулы). Е 


= 
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отах было установлено, что редуцирующие агенты ти 


В этих раб па 
лияние холиномимети 
дитиотрейтола заметно снижают в Ков на ре. 


| цепторы мышечных и электрических тканей; о дей. 
| ствие может быть снято в присутствии ряда д По всей 
| вероятности, редуцирующие соединения детству ча В 
ки в рецепторных молекулах, разрывая я и ооразуя 5Н-группы, 
Но, что особенно интересно, механизм, о еспечивающий физиоло. 
тический ответ, в заблокированном (восстановленном) состоянии 
оказывается чувствительным к алкированию свободных $Н-групп 
_ соединениями типа бромацетилхолина, действующими в этом слу- 
чае подобно перманентным агонистам. Возможно, подобное дейст- 
вие обусловлено вращением данных соединений вокруг осей, обра- 
зуемых их связями с рецепторами, что приводит к многократной 
активации рецепторов четвертичными аммонийными группами. Но 
и в этом случае действие ковалентно связанного АХ может быть 
`конкурентно ингибировано 4-тубокурарином — точно так же, как 
‘и в обычных условиях. Рецепторы в заблокированном состоянии 
° способны также очень интенсивно алкилироваться производными 
®— М№этилмалеимида, имеющими четвертичную аммонийную группу, 
_ которая находится на расстоянии около 1 нм от реактивной двой- 
_ ной связи. Это особенно характерно для иодида 4-(М№-малеимид)- 
`‘бензилтриметиламмония. Агонисты и антагонисты, включая а-ней- 
ротоксины, препятствуют этой реакции. При повторном окислении 
‘восстановленных рецепторов электрических тканей аффинным реа- 
 ‘гентом 3Н-4-(М-малеимид)-бензилтриметиламмонийиодидом три- 
ывается связанным с субъединицами рецепторных моле- 
‘имеющими мол. вес 42 000. Полученные результаты дают ос- 
цумать, что в состав никотиновых рецепторов того типа, 
бнаруживается в скелетных мышцах и в электрических 
входят существенные для функционирования рецепторов 
ики. Эти мостики расположены на расстоянии 1 нм от 
вующего с четвертичной аммонийной группой 
стороны, приведенные данные служат доказа- 
мест связывания АХ на субъединицах ре- 
весом 42000. Восстановление $—5-свя- 
›ормационную перестройку рецеп- 
` такие факты, как потеря гексаме- — 
етение свойств агони- . 
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связаны с одной и той же молекулой. Имеются однако 
доказательства того, что выделенный никотиновый Век 
р а Е [5 : и рецепторный 
белок имеет структуру, которой должны обладать канальные м 
лекулы. Кроме того, этот белок после его введения в состав иск С 
ственных мембран и ведет себя как канальная молекула ак 
касающиеся структуры рецепторно-канальных молекул, `обсужда. 
ются в этом разделе; дополнительные сведения будут представле- 
ны также в разд. У, А. 

Канальная молекула, по предположению Сингера [71], должна 
представлять ‚собой цилиндр, насквозь пронизывающий мембрану 
и построенный из радиально расположенных субъединиц. Вдоль 
цилиндра проходит центральный ствол, способный пропускать ионы, 
Для того чтобы подобный белок мог растворяться в мембране, он 
должен обладать очень гидрофобной поверхностью. Солюбилизи- 
ровать такой белок можно лишь при помощи детергентов — ситуа- 
ция, действительно имеющая место в случае никотиновых рецеп- 
торных молекул. Центральный ствол канальной молекулы, однако, 
должен быть сильно гидрофильным, поскольку через него должны 
проходить ионы. Поэтому аминокислотный состав канальной моле- 
кулы должен быть близким к составу водорастворимых белков. 
Именно таким аминокислотным составом и обладает никотиновый 
рецепторный белок. 

Фрагментирование замораживанием целостной электрической 
ткани Магсте выявило наличие крупных внутримембранных ча- 
стиц с диаметром 7,0—14,0 нм. Эти частицы значительно выступа- 
ют над обоими слоями мембраны, что может служить указанием на 
присутствие белковых молекул, начинающихся на одной стороне 
мембраны, пронизывающих ве насквозь и выходящих на другую 
сторону [36, 37]. Плотность упаковки частиц, остающихся. 
фиксации мембран во внутреннем («А») слое, соста 
5000 на 1 мкм?. Эти частицы, как было показано, 


2 


ый 
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| кольцеобразными структурами, состоящими из нескольких суб 
единиц, располагающихся вокруг центрального углубления, Диа. 
| - метр таких колец равен около 6,0 нм, а плотность упаковки 3 
| ло 5000 на 1 мкм?. Внешний вид и размеры рецепторных белковы 
| молекул, выделенных аффинной хроматографией и подвергнутых 
негативному окрашиванию, оказываются точно такими же, как ви 
и размеры хорошо различимых кольцеобразных структур везикул 
[37, 50, 62]. Создается впечатление, что эти четко выявляемые на 
внутренней поверхности мембраны кольцевые структуры связаны с 
местами связывания токсинов, расположенными на наружной по. 
верхности мембраны. 

Размеры отдельных субъединиц рецепторов вполне достаточны 
для того, чтобы каждая из субъединиц могла перекрыть всю тол. 
щу постсинаптической мембраны. Вычисления, основанные на до- 
пущении о цилиндрической форме рецепторных субъединиц, пока- 
зывают, что если плотность субъединицы равна 1,33, мол. вес — 
42 000, а диаметр — 2,0 нм, то длина такой частицы составляет 
13,6 нм [68]. В условиях, когда с помощью негативных красителей 
вызывается сокращение постсинаптических мембран, максималь- 
ная плотность упаковки кольцевых структур достигает 15000 на 

_ 1 мкм?. При этом максимальный диаметр рецепторных молекул в 
любой точке постсинаптической мембраны не превышает 9,0 нм. 
Ясно, что для определения количества, взаимной ориентации и 
ансмембранного расположения субъединиц рецепторных моле- 
едстоит еще очень много сделать. 


— 


НАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА 


данные свидетельствуют о том, что АХ действует 
ающие из наружной поверхности клеток концы рецептор- 
т и вызывает конформационную перестройку в струк- 
К ех субъединиц этих молекул. В результате на 
нд открываются каналы для небольших ка- 
калия и в некоторой степени кальция), что 
нескольких десятков тысяч ионов за 

пер роятно, остается в ком- 
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\ А. Места связывания ацетилхолина 


и Поскольку в та АХ входит четвертичная аммонийная груп- 
па, то вряд ли молекулы АХ могут быстро проникать через постси- 
наптическую мембрану. Скорее всего они действуют лишь на те 
структуры рецепторных молекул, которые обращены в сторону си- 
наптической щели. Эксперименты с заполненными АХ микроэлек- 
тродами показывают, что деполяризация возникает лишь в том 
случае, когда АХ вводят снаружи, а не внутрь мышечной клетки. 
Аналогичным образом 4-тубокурарин эффективно ингибирует ин- 
дуцируемое АХ возбуждение лишь тогда, когда его вводят внекле- 
точно в область концевой пластинки мышечного волокна, но не в 
само волокно [1, 72]. 


Б. Минимальный размер каналов 


Индуцируемое АХ увеличение проницаемости постсинаптичес- 
кой мембраны относится прежде всего к ионам натрия и калия, 
хотя затрагивает также и ионы кальция ([4, 20], см. также [12]). 
Через открывающиеся каналы могут также проходить небольшие \, 
органические катионы, включая ионы аммония, метиламмония, 
этиламмония, гидразония и в меньшей степени тетраэтиламмо- 
ния, триметилэтиламмонийхолина и диметилдиэтаноламмония. 
В дегидратированном состоянии ббльшая часть этих ионов способ- 
на проходить через поры диаметром около 0,3 нм. Поэтому в ка- 
честве минимального размера каналов можно ‘принять эту вели- 
чину. Хотя возможны и другие механизмы обеспечения ионной ‘из- 
бирательности, обычно полагают, что ионные каналы концевых 
пластинок содержат, по крайней мере на определенном своем уча- 
стке, область с таким диаметром. ет И 


В. Регуляция каналов и скорость потока ионов 
} 


_ Несколько групп исследователей обнаружили, что при’ 
_ форетической аппликации на скелетную мышцу АХ и др: 
° ных деполяризующих агентов или при погру 
° вор с этими соединениями наблюдается, 
ока через постсинаити‘ ю мембрану 
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плитудного спектра «шума», предполагая, что изменения «и мо. 
вого» тока должны соответствовать частоте элементарных акт 
деполяризации и соответственно их длительности. Проведенный 
анализ показал, что продолжительность каждого элементарного 
изменения в проницаемости, отражающая, по всей вероятности 
‘длительность функционирования одного канала, составляет около 
1 мс при 20° С. Было найдено, что величина элементарного измене. 
ния проводимости равна 0,3. 109—1. 10% См. Отсюда можно вычис- 
лить, что в условиях потенциала покоя при 20°С каждый элемен. 
тарный акт сопровождается переносом через постсинаптическую 
мембрану суммарного заряда, эквивалентного примерно 2.104— 
у 5.10& одновалентных ионов за 1 мс. В момент максимального 
° развития потенциала концевой пластинки портняжной мышцы ля- 

. гушки открыто приблизительно 135 000 каналов [77]. 
Точная величина продолжительности элементарного акта из- 
_ менения проницаемости остается неизвестной. Некоторые факты 
позволяют, однако, думать, ‘что каждый такой акт осуществляет- 
ся по принципу «все или ничего» (т. е. в тот период, когда канал 
ткрыт, его проводимость остается на постоянном уровне), а дли- 
тельность такого акта для различных каналов подчиняется зако- 
вероятностного распределения [77—79]. Установлено, что ско- 
ость закрытия каналов зависит от температуры и от величины 
трансмембранного потенциала: индуцированные АХ токи тем про- 
должительнее, чем выше отрицательный мембранный потенциал 
иже температура. Именно такую зависимость позволяет пред- 
модель конформационных изменений рецепторных мо- 
‘матривающая эти молекулы как простые диполи [78]. 
епторов а-бунгаротоксином десенсибилизирующими 
или кураре приводит к снижению частоты элементарных 
не оказывая сколько-нибудь существенного влияния на их 
туду и продолжительность [76, 77]. При действии же карба- 
и ацетилтиохолина, напротив, происходит уко- 
кционирования каналов (по сравнению © 
АХ), а активация каналов под дейст- 
влена удлинением периода активного 
30]. В связи с этим было высказано предпо- 
В ования каналов связана с 


л выявить измене- — 
алов, но и дал 5 
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\, ской ткани Магсте позволило выявить нали 


Жо трех различных популяций таких частиц [37 
№ емости каналов может, видимо, происходит 


$—5-мостиков в молекулах рецепторов [81] 


чие по крайней мере 
1.) Снижение проница- 
Ьи при восстановлении 


Г. Судьба ацетилхолина в синаптической щели 


Анализ мембранного потенциала и «шумового» тока показал, 
то и постоянная времени процесса прекращения элементарного 
акта проводимости (отождествляемая с постоянной времени за- 
крытия каналов), и постоянная времени процесса угасания токов 
концевых пластинок всех типов при нормальной температуре и 
нормальном мембранном потенциале равны 1—1,5 мс. (При дру- 
гих температурных условиях и иных уровнях мембранного потен-. 
циала эти величины, как было обнаружено, могут быть и меньше 
1 мс, и больше 10 мс.) Приведенные данные служат надежным 
доказательством того, что после выделения из нервных окон- 
чаний молекулы АХ имеют возможность связаться с рецепторами 
АХ в среднем лишь 1 раз [75, 82]. Таким образом, наличие хо- 
линэстеразы может рассматриваться как существенный признак 
синапсов, поскольку этот фермент позволяет АХ действовать лишь 
очень непродолжительное время. Важным следствием действия хо- 
линэстеразы, имеющим, видимо, прямое отношение к потере чув- 
ствительности, является следующее: в период, когда рецепторы и 
рецепторные молекулы возвращаются в исходное состояние после 
взаимодействия с АХ и активации каналов, молекулы АХ в синап- 
тической щели, по всей вероятности, отсутствуют. 

Уже давно известно, что ингибиторы холинэстеразы удлиняют. 
действие АХ. Этот факт, очевидно, не связан с влиянием ингнои_ 
торов на рецепторно-канальные молекулы, поскольку мн 
теразные ингибиторы либо оказывают очень слабое › 
продолжительность элементарного акта изменения 1 
либо совсем не оказывают влияния [75]. В недавних 

_тах показано, что в условиях применения ряда 
раз или удаления холинэстеразы из синапсов © 

ы продолжительность д АХ 
увеличивается. 


снижение их чувствительности под действием больших Концентра. 
ций АХ должно приводить к сокращению периода угасания токов 
| концевой пластинки в присутствии простигмина. Результаты 3 
спериментов полностью подтвердили это допущение [75, 82]. При- 
| веденные данные позволяют определить ту долю выделенного 
нервными окончаниями АХ, которая оказывается в комплексе с 


рецепторами. Эта доля (р) рассчитывается по уравнению 
В 

р 29 

ы — [2 


где й — постоянная времени угасания токов до введения агента, 
оккупирующего рецепторы; & — постоянная времени угасания то. 
ков в присутствии блокирующего агента; о — фактор подавле- 
ния р в присутствии блокатора. Величины р, полученные в ряде 
лабораторий, позволяют считать, что большая часть (около 60%) 
выделяющегося АХ в присутствии ингибитора эстеразы связывает- 
ся рецепторами [75, 82]. Присутствие ингибиторов эстеразы оказы- 
вает лишь слабое стимулирующее влияние на величины токов, ин- 
дуцируемых выделяющимся из нервных окончаний АХ [20, 83], 
Поэтому можно полагать, что и в отсутствие ингибиторов холин- 


эстеразы с рецепторами связываются около половины всего выде- ^ 
ляющегося АХ. - 


р = 


‚ Д. Кооперативность 


° Имеются четыре независимые группы фактов, которые свиде- 
‚ Тельствуют о том, что в активации ионных каналов постсинаптиче- 
‘мембран определенное значение может иметь феномен коопе- 
сти. Первый и наиболее изученный факт заключается в 
и зоны возрастающего наклона кривой зависимости доза 
(в линейных координатах) при’действии АХ и других депо- 
‚агентов на нервно-мышечные контакты и соединения 
пластинами. В ряде случаев наклон та- 
гл. ает значения 2 [83, 84] и 
процессе активации ре- 
пункта, в которс 
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имеет место. Интересно, что после отделения рецепто 
кул от мембран с помощью детергентов полож В 


И 
я м Ч тивность исчезает. Имеющиеся данные и м - 
гать существование отрицательной кооперативности (т.е о 
ме а ние и (или) задержка молекулы АХ в одном СВЯЗАНО ой 
| подавляются в результате связывания и (или) задержки р 


той молекулы АХ в другом связывающем месте); эти же наблюде- 
ния можно, однако, объяснить и наличием двух типов мест связы- 
вания АХ с различным сродством к медиатору [66, 69]. Четвертая 
группа фактов получена в экспериментах по определению скорости 
угасания токов концевой пластинки в присутствии эстеразных ин- 
гибиторов. Как отмечалось выше, соединения, снижающие количе- 
ство свободных рецепторов, вызывают ускорение процесса угаса- 
ния токов концевой пластинки за счет снижения вероятности взаи- 
модействия АХ с рецепторами до момента выхода молекул АХ из 
синаптической щели. Можно было бы ожидать, что увеличение ко- 
личества молекул АХ в синаптической щели при повышении коли- 
чества выделяемого нервами медиатора или при введении АХ 
и (или) его аналогов в окружающий мышцу раствор также дол- 
жно снижать количество свободных рецепторов, и за счет этого 
ускорять процесс угасания токов концевой пластинки. В экспери- 
менте же наблюдалась обратная картина: в присутствии неостиг-. 
мина увеличение концентрации АХ в синаптической щели не толь- 
ко не ускоряло процесса угасания токов концевой пластинки, а, на- 
оборот, удлиняло его [82]. Для объяснения этих фактов была. \ 
чества выделяемого нервами медиатора или при введении АХ | 
облегчает связывание и (или) задержку другой молекулы. На к — 
основании можно заключить, что между рецепторами и АХ воз- _ 
можны кооперативные взаимодействия, хотя такие взаим. 
не обязательно должны проявляться во всех случаях. 
С точки зрения геометрии молекул вполне допуст 
лекулы токсина (имеющие мол. вес около и 
_ диаметр 2,0—3,0 нм) взаимодействуют с 
ми субъединицами. Места связывания 
_ Также расположены на разных субЪе 
_ тивность на уровне взаимодей 
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Понятие «исчезновение чувствительности» охватывает по к ай. 
ней мере два различных феномена. «Быстрое исчезновение чувст. 
| вительности» наблюдается после ионофоретической аппликации 
| АХ (скажем, в район концевой пластинки лягушки) в количестве, 
‘достаточном для деполяризации на 0,5—1 мв в течение 10—90 
или на 10—20 мв в течение нескольких секунд. При этом происхо- 
дит потеря чувствительности на 50% и более. После удаления АХ 
чувствительность восстанавливается с полупериодом 2—7 с [85], 
«Медленное исчезновение чувствительности» имеет место при по- 
тружении мышцы в раствор агониста; полупериоды исчезновения 
и восстановления чувствительности в этом случае измеряются ми- 
нутами. Так, при концентрации карбахола, достаточной для депо- 
ляризации мышц лягушки максимум на 10—15 мв в течение не- 
скольких минут, наблюдается заметное снижение чувствительнос- 
ти на протяжении десятков минут. В этот период уровень деполя- 
ризации почти стабилен и составляет величину около 5 мв. Воз- 
можно, это отражает равновесие между скоростями инактивации 
и реактивации рецепторов [87]. 

® Остается неясным, обязательно ли активация рецепторов. свя- 
зана с потерей чувствительности или же инактивация является са- 
‘мостоятельным процессом. Поскольку деполяризация на 10 мв спо- 
‘собна сохраняться в течение нескольких минут, можно рас- 
считать, что в этих условиях цикл работы рецепторов длит- 
° ся в среднем одну секунду (см. разд. УГ). Поэтому возможно, что 
либо активация рецепторов не всегда заканчивается потерей чувст- 
° вительности, либо период между началом и окончанием процесса 
- овения чувствительности длится гораздо меньше секунды, 
есть быстрее, чем наблюдалось в эксперименте. В связи сэтим 
вспомнить, что строгих доказательств исчезновения чувст- 
сти после нервной стимуляции в отсутствие ингибиторов 
аз не получено. Например, эффект исчезновения чувствитель- 
юдался в портняжной мышце лягушки и в диафраг- 
80 мс после 8—10 нервных импульсов с час- 
ышцах лягушки через 500 мс после 10 им = 

в ствии простиглина [88]. Расчеты _ 
акт! ма 40%. 
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ч ым, а (или) ее восстанов 

минимальным, а (1 ление происходит о 

Ю Ч, о. При высоких же концентрациях АХ, действующих в. 

ие долго, связывание АХ носит кооперативный характер, что и 
и дит к более полной или более длительной потере чувствительно. 


ь такие, как ЗКЕ-525А, не обладающие или обладающие низкой аго- 

\ нистической активностью, вызывают очень быстрое исчезновение 
чувствительности [72, 87]. Однако точно такой же эффект могут 
оказывать и другие соединения, не имеющие явного структурного 
сходства с АХ (например, гистрионикотоксин) [89]. 

Независимо от того, является или не является исчезновение чув- 
ствительности одной из стадий естественного процесса активации 
рецепторов и их восстановления, значение инактивации, по-види- 
мому, лучше всего может быть отражено ‘моделью циклического _ 
функционирования рецепторов. Кац и Теслефф [85], а также дру- 
тие исследователи [72, 90] заметили, что скорость процесса исчез- 
новения чувствительности зависит от концентрации действующего 

` на постсинаптические мембраны агониста и что этот процесс мо-_ 
жет протекать намного быстрее восстановления чувствительности. 

С другой стороны, скорость восстановления не зависит ни от кон-_ 
центрации агониста и его эффективности, ни от скорости и глуби: 

ны процесса исчезновения чувствительности. Дл 
обнаруженных явлений было выдвинуто предположение о том, что 
для комплексов агонистов (А) с инактивированными рецепторами 
(*Ри) характерна низкая скорость диссоциации и что ные, 
но лишенные чувствительности рецепторы подвергаются рев 


ции в исходную форму (Ри) с постоянной скоростью: 


о сти. В связи с этим можно напомнить, что некоторые аналоги АХ, 


я объяснения’ ие | 
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Следует отметить, что, помимо этих реакций, которые, как но 
лагают, происходят на уровне агонист-рецепторных взаимодейст. 
вий, на процесс исчезновения чувствительности могут оказывать 
влияние и другие факторы, включая уровень поляризации мембра. 
ны и температуру [72]. 


Ж. Конформационные изменения 


Имеются по крайней мере три группы фактов, указывающих 
на то, что рецепторы могут находиться в нескольких конформа- 
ционных состояниях. Сюда относятся, во-первых, данные о коопе- 
ративных взаимодействиях, свидетельствующие о способности 
вызываемых АХ изменений в одной субъединице оказывать ВЛИЯ- 
ние на связывание и (или) задержку АХ на другом участке той 
же рецепторной молекулы. Во-вторых, в условиях, приводящих к 
значительной потере чувствительности, связывание @-бунгароток- 
сина падает [21]. В-третьих, связывание алкилированного произ- 
водного декаметония растет пропорционально степени потери 
чувствительности [90]. Этот факт свидетельствует о том, что ре- 
цепторы могут быть необратимо стабилизированы по крайней ме- 
ре в двух состояниях. Поскольку ни одно из этих состояний не свя- 
зано с длительной деполяризацией, можно думать, что существует 
‘также такое состояние рецепторов, которое связано с открытием 
каналов. Однако участие рецепторных субъединиц в этом процессе 
не является обязательным. Кроме того, на основании изучения эф- 

ективности ряда аффинных восстановителей и окислителей можно 
полагать, что расстояние между местом связывания АХ и $—5-мос- 
иком в рецепторах, находящихся в чувствительной к АХ форме, 
оче, чем в рецепторах, лишенных чувствительности [13, 42]. 

ц, зависимость проводимости каналов, индуцированных АХ, 
‘мембранного потенциала указывает на функционирование за- 
о каналы механизма по типу простого диполя [78]. 


Ч 
ме 


=_= 
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м, 

м, 2. Зависимость амплитуды одиночного потенциала конце- | 

ве вой пластинки от времени после воздействия на мышцы а-бун- 
м гаротоксина в полулогарифмических координатах носит ли- 
| нейный характер [21]. Изучение кинетики связывания а-ней- 


ротоксинов с рецепторами показало, что этот процесс являет- 
ся простой бимолекулярной реакцией [59, 62, 63, 91]. а-Бун- 
гаротоксин, видимо, снижает частоту элементарных актов из- 


ыы менения проницаемости, но не их амплитуду [76]. Первые два 
Ци . факта свидетельствуют о том, что токсины взаимодействуют 
Ра. с однородным классом связывающих мест и что при этом 


взаимодействии кооперативность отсутствует. Два последних 

наблюдения позволяют думать, что даже неполное насыщение 

мест связывания токсинов является достаточным для резкого 
снижения вероятности активации каналов. 

3. Нейротоксины способны полностью. подавлять связыва- 
ние АХ рецепторами, находящимися в составе мембран или 

в растворе. Аналогичным образом АХ в совокупности с нео- 

, стигмином может защищать по меньшей мере 80% токсино- 
вых мест связывания в интактной мышце [21], а карбахол, 
никотин, декаметоний и кураре блокируют связывание токси- 
нов рецепторами изолированных мембран и солюбилизирован- 
ных препаратов [40, 41, 59, 62, 86, 91, 92]. Эти данные свиде- 
тельствуют о том, что места связывания агонистов и антаго- 
нистов находятся на одних и тех же рецепторах. 2 

4. Одной группой исследователей [92] было обнаружено, 
что перед необратимым связыванием а-бунгаротоксина, про- — 
исходящим со скоростью А, токсин сначала связывается обра- 
тимо с константой диссоциации Ктокс. Эти авторы нашли, что 

‚ кураре влияет лишь на величину Ктокс; следовательно, кураре — 
конкурирует с токсином за одни и те же места. Вто же в 
карбахол и декаметоний оказывали влияние лишь на т: 
ну ^ и, следовательно, не конкурировали с. токсином 
связывания. (Возможно, эти соединения изменяли 
за счет влияния на конформацию рецепторов.) 

5. В другом исследовании [91] было показан 

и никотин подавляют связывание о-нейротоксина. 

перболического. конкурентного торможения 3 

ментов. Это указывает 


единице. С другой стороны, для элюции рецепторов с аффиц. 
ного матрикса можно, как оказалось, использовать декамето- 
ний, причем это соединение действует по типу «линейной 
конкуренции», что указывает на невозможность одновремен- 
ного связывания одной молекулои рецептора и токсина, и 
декаметония. Этот факт в совокупности с результатами, опи- 
санными в предыдущем параграфе (4), позволяет предпола- 
гать, что изменение конформации рецепторной молекулы де- 
поляризующим агентом является более эффективным спосо- 
бом предотвратить связывание токсина, чем конкуренция за 
неизмененные участки. р 
6. При не слишком длительной экспозиции интактных мыши 
с кураре, присутствующим в концентрации, на несколько по- 
рядков более высокой, чем это требуется для достижения пол- 
ной блокады нервно-мышечной передачи, защитное действие 
кураре распространяется часто лишь на часть (около полови- 
ны) мест связывания токсина [21, 89]. Исследование чувстви- 
тельности мышц с необратимо выключенными, резистентными 
к кураре местами (после отмывки кураре и несвязанного ток- 
сина) показало, что в этих условиях АХ все еще способен вы- 
зывать некоторую деполяризацию [89]. Таким образом, час- 
тичное выключение мест связывания АХ, хотя и может 
приводить к резкому снижению вероятности активации кана- 
__ лов, все же не снимает полностью действия АХ. Гистрионико- 
токсин также обладает способностью частично защищать свя- 
зывающие места от действия а-нейротоксинов, причем после 
выключения бунгаротоксином резистентных к гистрионикоток-› 
_ сину связывающих мест мышц остающиеся места связывания 
оказываются даже менее чувствительными к АХ, чем в случае 
использования кураре [89]. 
Гистрионикотоксин [89] и аналоги АХ, адифенин и 


$КЕ-525 [72, 87], ускоряют исчезновение чувствительности, 
вызываемое АХ и карбахолом. 
Е : 


хе 


; ` 


‘уда- 
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ции той части рецепторов, которая взаимодействовала с токсинами. 
Реконструированные везикулы в качественном отношении сущест- 
венно не отличались от исходных везикул по способности реагиро- 
вать на АХ изменением проницаемости к натрию. Реконструкция 
с использованием очищенных рецепторных молекул и демонстрация 
канальных свойств’ полученных частиц в отношении катионов 
являются наиболее прямым доказательством идентичности рецеп- 
торных молекул и образующих каналы структур [94]. 


У!. АНАЛИЗ МОЛЕКУЛЯРНЫХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ 


А. Свободные молекулы рецепторов 


Из 10 млн. рецепторно-канальных молекул, входящих в состав 
концевой пластинки (см. предыдущие разделы), во время макси- 
мального развития потенциала концевой пластинки портняжной 
мышцы лягушки открыто, по-видимому, 135 000 каналов [77]. Та- 
ким образом, имеющиеся рецепторно-канальные молекулы тео- 
ретически могли бы обеспечить 75 актов нервно-мышечной переда- 
чи без восстановления активности рецепторов. 


Б. Повторная активация рецепторов 


На основании данных о средней продолжительности элементар- 
ного акта изменения проницаемости под действием АХ и о вели- 
чине индуцируемой проводимости можно подсчитать, что для под- 
держания деполяризации в 10 мв в течение 1 с необходимо около 
10 млн. рецепторов (ср. [21]). Поскольку на концевую пластинку = 


° портняжной мышцы лягушки приходится около 10 млн рецептор- | 


но-канальных молекул, а состояние деполяризации в 10 м 
поддерживаться в течение многих минут [87], рецепто 


’ ные молекулы могут, очевидно, использоваться мно! 
_ среднем каждую секунду. . ‚ 


_В. Исчезновение чувствительности ых 


_ Поскольку рецепторно-канальные молекулы. 


т ь р д 
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вение чувствительности, длящееся дольше или имеющее друг ". 
природу по сравнению с исчезновением чувствительности при дей. 
ствии более низких концентраций АХ. Ионофоретическое нанесение 
АХ в количестве, вызывающем первоначальную деполяризацию 
приблизительно на 1 мв, очевидно, приводит к активации такого 
же количества рецепторов, что и погружение мышцы в раствор с 
такой концентрацией АХ, которая вызывала деполяризацию в 10 мв. 
Но в то же время первоначальный период полувосстановления ре- 
цепторов при локальном нанесении АХ, по-видимому, оставался 
равным 2—3 с. Совершенно очевидно, что для объяснения этих 
фактов необходимо дальнейшее изучение феномена исчезновения 
чувствительности. 


Г. Эффективность использования ацетилхолина 


Как уже отмечалось (разд. \, Г), изучение вопроса о доле выде- 
ленного АХ, которая участвует в активации каналов в присутст- 
вии ингибиторов эстераз, позволило предположить, что активны 
60% молекул АХ. В отсутствие ингибиторов холинэстеразы по 
крайней мере половина выделенного медиатора также активна. 

Учитывая способность рецепторной молекулы связывать от од- 
ной до четырех молекул АХ, можно показать, что для открытия 
135 000 каналов достаточно выделения нервным окончанием 
3.105—10.105 молекул АХ. (Это количество АХ сопоставимо с ве- 

Е личиной 2.108—4.106 молекул АХ на импульс, полученной путем 
измерения АХ, собранного из диафрагмы крыс после передачи 360 
импульсов в присутствии ингибитора эстеразы [2]). В результате 
выделения нервным окончанием порядка 106 молекул АХ в постси- 
наптическую клетку входит суммарно около 1010 ионов — этот эф- 
фект усиления сигнала при химической нервно-мышечной переда- 
с ‚бе ловно, впечатляющ, 
5%: 


не имеем возможности  _ >: 
ти связывания или задержки Это. 
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Кок, При взаимодействия между двумя типами молекул (АХ и рецепторов), 
м. я пцествование 2—4 субъединиц, способных связывать АХ, и нали- 
ва Зри, Ча чие по крайней мере двух конформационных состояний рецептор- 
а и м ных молекул. 
а 
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